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The body of the child is continually exposed to micro-organisms that are inhaled, swallowed, 
or that inhabit skin and mucous membranes. Whether these micro-organisms penetrate and 
cause disease is the result of micro-organisms pathogenicity and integrity of host defence 
mechanisms (1-3). The immune system throught an interactive network of lymphoid organs, 
cells, humoral factors, and cytokines has got an essential function in host defence. The 
underactivity of immune system results in immunodeficiency, severe infections, and tumors, 
whenever the overactivity determines allergic and autoimmune diseases. Immunity is 
traditionally divided into two major components depending on the time of the response and 
its specificity. These two components are named innate and adaptative responses, and many 
evidences suggest a complex interaction between them (1-3). The term “innate immunity” is 
sometimes used to include physical, chemical, and microbiological barriers, but more usually 
encompasses the elements of the immune system (neutrophils, monocytes, macrophages, 
complement, cytokines, and acute phase proteins) which provide immediate, and largely 
aspecific, host defence (1,4). The highly conserved nature of the response, which is seen in 
even the simplest animals, confirms its importance in survival (5). Adaptative immunity is 
well represented in the immune system of more developed animal species. This response 
consists of antigen-specific reactions through T- and B-lymphocytes. Clonal expansion of 
lymphocytes in response to infections is absolutely necessary for the generation of efficient 
immune response (1-3). However, it takes three to five days for sufficient numbers of clones 
production and differentiation into effector cells, which allows more than enough time for 
most pathogens to damage the host tissues. In contrast, the effector mechanisms of innate 
immunity are activated immediately after the host-pathogen interaction to control rapidly 
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the replication of the pathogen (1-4). For long time the main function of innate immunity 
has been considered a sort of preliminary response of the body before the action of adaptative 
immunity (1-3).  
More recently, it has become increasingly clear that the innate immune system exerts a more 
important and fundamental role in the host defense, and the activity of several components of 
innate immunity has been defined (1-3). Antimicrobial peptides represent important 
effectors of innate immunity. Extensive research in the last decade has established that 
cationic host defence peptides have an eclectic range of functions, including the ability to 
confer protection against a variety of pathogens, limit sepsis and even the potential as novel 
cytotoxic agents against certain types of cancers (4,6). The expression of many peptides 
increases during infection or inflammation; for example, the expression of human β-defensin-
2 (hBD-2), is up regulated in various cell types such as monocytes, epithelial cells and 
keratinocytes during bacterial infections, and upon stimulation with different bacterial 
components that activate the Toll-like receptor (TLR) to nuclear factor (NF)-κB pathway, 
and in contrast human cathelicidin LL-37 seems to be upregulated only by endogenous 
inflammatory molecules (7-10). The enhanced expression of these peptides in transgenic 
murine models results in increased resistence to bacterial infections (11,12). Similarly, in 
various inflammatory clinical conditions such as psoriasis, bronchiolitis and cystic fibrosis, 
inflammatory bowel disease (IBD) the concentration of several peptides of  innate immunity, 
such as calprotectin, results remarkably increased (13-17). In addition to exhibit protective 
activities against a broad range of pathogens from bacteria, fungi, parasites and viruses (18-
25), and to protect against systemic inflammatory syndrome (6), these peptides are also 
thought to be beneficial in other scenarios such as wound healing and counteracting tumors 
(26-28). The potential for beneficial applications of cationic host defence peptides has 
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continued to grow with increased interest in elucidating the mechanisms associated with the 
protective functions of these defence peptides (6). The immunomodulatory activities of these 
peptides indicate the potential application of natural and synthetic cationic host defence 
peptides in infection and inflammation  management.  
This PhD thesis is focused on the study of the physiological neonatal serum expression of 
some innate immunity’s peptides, such as calprotectin and α- and β-defensins, and of the 
pattern of calprotectin expression in septic newborns to establish the protective role of 
antimicrobial peptides during neonatal age and to investigate the potential diagnostic utility 
of serum calprotectin determination in neonatal sepsis. The second phase of the research is 
focused on the investigation of a possible role for β-defensin and mannan-binding-lectin 






MC: malattia di Crohn  
RCU: rettocolite ulcerosa  
hBD: human β-defensin  
TLR: Toll-like receptors 
MICI: malattie infiammatorie croniche intestinali 
Clp: calprotectina 
PCR: proteina C reattiva  
SGB: streptococco gruppo B 
ROC: Receiver Operating Characteristics curve 
HNP: human neutrophil defensin 




La vasta area di superficie corporea in contatto con l’esterno rappresenta un 
potenziale continuo punto di attacco da parte di patogeni e sostanze antigeniche 
presenti nell’ambiente. Questo continuo interplay è in gran parte regolato dal 
sistema immunitario (1-3). Il sistema immunitario è tradizionalmente suddiviso in 
due componenti definite come innata ed adattativa (1-4). La componente adattativa 
è specifica, caratterizzata da memoria immunitaria e la sua potenza si accresce ad 
ogni successiva esposizione ad uno stesso patogeno. Tuttavia l’attivazione e la 
differenziazione linfocitaria che si verificano in seguito al contatto antigenico 
richiedono dai tre ai cinque giorni e sono poco sviluppate nelle prime epoche della 
vita (1-3,29). Al contrario l’immunità innata è considerata la prima linea di difesa, 
pronta, immediata ed aspecifica, contro i microrganismi e consente di contenere le 
infezioni in attesa dell’attivazione dell’immunità adattativa (1,4). L’immunità innata 
è dotata di un ampio ventaglio di funzioni che includono la limitazione 
dell’adesione di patogeni alle superfici epiteliali, la modulazione dei processi 
infiammatori acuti e cronici, l’attivazione e la regolazione della risposta adattativa, 
l’induzione di proliferazione e sviluppo cellulare, l’azione citotossica contro cellule 
tumorali (4,6). In particolare nelle prime fasi della vita l’immunità innata 
rappresenta la componente effettrice principale nella limitazione delle patologie a 
carattere infettivo (29-38), mentre nelle epoche successive disordini a carico 
dell’immunità innata sembrano essere alla base dello sviluppo di patologie 
infiammatorie croniche ed autoimmuni come la malattia di Crohn (MC), la 
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rettocolite ulcerosa (RCU), le allergie (39-41). L’analisi filogenetica delle diverse 
componenti dell’immunità innata dimostra come questa sia stata altamente 
conservata durante l’evoluzione delle specie (5).  
L’immunità innata è costituita da una complessa rete cellulare che coinvolge cellule 
residenti e migratorie che si attiva allo stesso modo a partire da stimoli differenti. 
Elementi principali dell’immunità innata sono i recettori di membrana (Toll-like 
receptor) o intracellulari (NOD2/CARD15) di componenti batteriche, e i peptidi 
antimicrobici (Collectine, Defensine, Catelicidine, Calprotectina), le cellule ad 
attività fagocitica (neutrofili, macrofagi), le cellule ad attività citotossica (Nutural 
Killer), le proteine sieriche che compongono il sistema del complemento od altri 
mediatori dell’infiammazione, che interagiscono direttamente con l’ambiente ed 
orientano volta per volta la risposta immune verso una reazione infiammatoria tesa 
ad eliminare l’antigene che l’ha innescata o verso la tolleranza nei confronti dello 
stesso (1,4). L’espressione di alcuni peptici antimicrobici aumenta durante le 
infezioni e nei processi infiammatori; ad esempio durante infezioni batteriche 
l’espressione delle β-defensine (hBD-2) da parte di cellule come i monociti, le cellule 
epiteliali ed i cheratinociti aumenta in seguito alla stimolazione da parte di 
differenti componenti batteriche di fattori nucleari (NF)-kB attraverso i Toll-like 
receptors (TLR), al contrario l’espressione della catelicidina umana LL-37 aumenta 
solo in seguito a stimoli endogeni (7-10). In modelli di topi transgenici la 
stimolazione dell’espressione dei peptici antimicrobici aumenta la resistenza di tali 
animali alle infezioni batteriche (11,12). Numerosi dati recenti evidenziano 
l’importante ruolo dell’immunità innata nella fisiopatologia di molte malattie del 
bambino (29-43). Ad esempio in condizioni cliniche caratterizzate da infiammazione 
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quali psoriasi, bronchiliti, fibrosi cistica è stata dimostrata un’aumentata espressione 
di molecole quali defensine e catelicidine (13-16,43). La calprotectina fecale ha 
acquisito un ruolo diagnostico nelle malattie infiammatorie croniche intestinali 
(MICI) nelle quali è stato dimostrato un notevole incremento del suo valore (17,44). 
Un deficit di defensine e catelicidine LL-37 si associa d’altro canto ad un maggior 
rischio di infezioni come è stato dimostrato per soggetti affetti da dermatite atopica 
(42).   
 Lo studio di sviluppo e funzione dell’attività dell’immunità innata potrebbe fare 
luce su aspetti patogenetici di numerose patologie in età pediatrica e gettare le basi 









2. DESCRIZIONE FASI DELLA RICERCA  
 
La ricerca è stata suddivisa in due fasi: 
Fase A. Studio dello sviluppo dell’immunità innata e del possibile impiego 
diagnostico di componenti dell’immunità innata nel neonato con sospetta sepsi.  
 
Fase B. Studio del possibile ruolo patogenetico di alterazioni dell’immunità innata 
nello sviluppo di  malattie infiammatorie croniche intestinali in età pediatrica.  
 
Le due fasi della Ricerca riportate di seguito comprendono per ognuna di esse una 
breve descrizione dei presupposti scientifici e degli obiettivi, l’illustrazione della 
metodologia e dei risultati, e l’interpretazione conclusiva dei dati ottenuti. Al 
termine verranno trattati i risultati della Ricerca nel suo complesso ed il loro 
possibile impatto sulle conoscenze attuali in pediatria.  
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2.1 FASE A: STUDIO DELLO SVILUPPO DELL’IMMUNITÀ INNATA E DEL 
POSSIBILE IMPIEGO DIAGNOSTICO DI COMPONENTI DELL’IMMUNITÀ 
INNATA NEL NEONATO CON SOSPETTA SEPSI  
Durante la vita intrauterina il feto vive in un ambiente sterile, immediatamente 
dopo la nascita il neonato viene a contatto con molte specie microbiche ed antigeni 
di diversa natura (33,45). La difesa dalle infezioni per il neonato che non possiede 
ancora memoria immunologia e che ha un’abilità ridotta a produrre anticorpi 
specifici verso batteri, virus, protozoi e miceti, dipende in gran parte dal sistema 
immune innato (29-38). Tuttavia, nonostante in linea teorica l’immunità innata 
rappresenti la principale linea di difesa nei riguardi delle infezioni in epoca 
neonatale, lo sviluppo e la maturazione dei diversi componenti dell’immnità innata 
in tale epoca della vita non sono stati ancora completamente definiti. Non è noto 
inoltre il “peso” che tali componenti possiedono nei riguardi delle infezioni ed 
infine non sono ancora ben conosciuti i meccanismi di regolazione dell’espressione 
dei peptidi dell’immunità innata.   
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2.1.1 LA CALPROTECTINA. Determinazione delle concentrazioni sieriche di 
Calprotectina su sangue di funicolo ombelicale per la definizione dei valori normali 
e  suo possibile  impiego nella diagnosi di sepsi neonatale 
 Recentemente, la misurazione della Calprotectina (Clp), peptide di 36KDa legante 
Ca2+ e Zn2+ prodotto dalle cellule che partecipano alla risposta immune innata, è 
stata proposta con successo per l’identificazione di stati infiammatori locali e 
sistemici (46-54). La Clp rappresenta il 60% di tutte le proteine solubili presenti nel 
citosol di granulociti neutrofili e monociti (55,56). A seguito del contatto tra leucociti 
e patogeni la Clp è immediatamente rilasciata nel sito di infiammazione (Figura 1) 
(55,56). La Clp svolge un ruolo cruciale durante le fasi precoci della risposta 
immune innata grazie alle sue azioni chemoattraente e antimicrobica diretta, ed è 
capace di promuovere la risposta immune adattativa Th1-mediata (Figura 1) (55,56). 
È dosabile in sangue, liquido cerebrospinale, liquido sinoviale, urine e feci (55,56). 
L’associazione con il calcio la rende stabile a temperatura ambiente fino a 7 giorni. 
Le concentrazioni di Clp sono facilmente misurabili in diversi liquidi biologici con 
un test rapido immunoenzimatico (ELISA) di recente introduzione sul mercato (54). 
Il più largo impiego di questo marcatore di infiammazione lo si ritrova in 
gastroenterologia (17,44). La misurazione nelle feci della Clp si è dimostrata una 
metodica non-invasiva, affidabile ed accurata per identificare uno stato di 
infiammazione del tratto gastrointestinale (17,44). Più recentemente, il dosaggio 
della Clp su siero e liquido sinoviale è stato impiegato per l’identificazione delle 
articolazioni colpite da processo infiammatorio in corso di molteplici patologie 
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reumatiche (52,53). Studi su adulti dimostrano come i livelli sierici di Clp aumentino 
rapidamente in corso di infezioni sistemiche (56,57). Ancora scarse sono le 
esperienze riguardo il dosaggio della Clp nei liquidi biologici in epoca neonatale 
(58-60). Recentemente è stato dimostrato un aumento significativo dei livelli di Clp 
fecale in corso di enterocolite necrotizzante (58). 
L’ipotesi dello studio è che il dosaggio della Clp sierica possa essere utilizzato come 




1. Definizione del pattern di espressione della Clp sierica nel neonato sano e in 
corso di sepsi.  
2. Individuazione del valore ottimale di cut-off per la misurazione dei livelli 
sierici di Clp in epoca neonatale.  
3. Valutazione dell’accuratezza diagnostica del dosaggio della Clp sierica per 
l’identificazione di sepsi ad esordio precoce e tardivo in epoca neonatale.  
4. Determinazione dei livelli liquorali di Clp in corso di meningite nel neonato.  
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2.1.1.2 METODOLOGIA 
Disegno dello studio.  
Lo studio collaborativo tra il Dipartimento di Pediatria dell’Università degli Studi di 
Napoli “Federico II” e l’Ospedale Fatebenefratelli di Napoli, si è svolto lungo un 
periodo di 12 mesi a partire da ottobre 2004. Per ogni soggetto arruolato è stato 
effettuato un follow-up clinico di almeno 12 settimane. Il disegno dello studio è 
stato approvato dal Comitato Etico della Facoltà di Medicina e Chirurgia 
dell’Università degli Studi di Napoli “Federico II”. Un’accurata informazione a fine 
di consenso è stata fornita ai genitori di tutti i soggetti arruolati.  
Lo studio è stato disegnato in tre fasi: 1) determinazione delle concentrazioni 
sieriche di Clp su sangue di funicolo alla nascita, per la definizione dei valori 
normali e l’identificazione di neonati con sepsi ad esordio precoce; 2) 
determinazione delle concentrazioni sieriche di Clp su sangue periferico in neonati 
con più di 72 ore di vita per la diagnosi di sepsi ad esordio tardivo; 3) 
determinazione dei livelli liquorali di Clp in corso di meningite per fini diagnostici.  
 
Definizione dei gruppi di neonati inclusi nello studio  
Per le prime due Fasi dello studio, in relazione alla sintomatologia ed agli esami di 
laboratorio, i pazienti arruolati sono stati classificati in 4 gruppi: a) sepsi accertata; 
b) sepsi clinica; c) sepsi possibile in cui è stata successivamente posta una diagnosi 
differente da patologia infettiva; d) controlli sani. Nella terza fase i neonati arruolati 
sono stati classificati in: a) soggetti con meningite, b) controlli.  
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La definizione della classe di appartenenza per ogni soggetto arruolato è stata 
effettuata secondo i criteri riportati di seguito.  
Sono stati considerati neonati con sepsi accertata quelli con uno o più segni 
suggestivi (pallore o ittero, letargia, apnea, bradicardia, irritabilità o convulsioni, 
tachipnea, distress respiratorio, scarsa perfusione periferica, tachicardia o 
ipotensione, distensione addominale o vomito, febbre, ipotermia o temperatura 
instabile, alterazione dell’omeostasi glucidica e/o acidosi metabolica senza altra 
causa plausibile) accompagnati dalla positività di almeno uno degli indici 
infiammatori quali proteina C reattiva (PCR) (>1.0 mg/dl), conta dei globuli bianchi 








), indice di 
immaturità leucocitaria (rapporto I/T >0.2) ed emocoltura positiva (61).  
La diagnosi di sepsi clinica è stata posta in presenza di uno o più segni suggestivi di 
sepsi accompagnati dalla positività di almeno uno degli indici infiammatori quali 
PCR, conta dei globuli bianchi, conta piastrinica, indice di immaturità leucocitaria, 
con emocoltura negativa e correlazione temporale tra evoluzione clinica e inizio 
della terapia antibiotica (61).  
Un ulteriore distinzione è stata effettuata in base all’epoca di insorgenza della sepsi 
in forme ad esordio precoce (<72 ore di vita) o tardivo (>72 ore di vita) (62). I 
neonati con sepsi accertata (emocoltura positiva) e sepsi clinica (emocoltura 
negativa) sono stati definiti complessivamente come settici.  
Nel gruppo con sepsi possibile sono stati inclusi i neonati con un segno clinico o un 
valore degli indici infiammatori patologico con emocoltura negativa, per i quali al 
follow-up è stata posta con certezza diagnosi differente da una patologia infettiva 
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localizzata o sistemica, oppure si è assistito alla risoluzione completa della 
sintomatologia entro 8 ore dall’arruolamento (61).  
Come controlli sani sono stati considerati neonati con caratteristiche demografiche 
simili senza alcuna patologia accertata all’arruolamento e durante le 12 settimane 
successive di follow-up.  
La diagnosi di meningite è stata posta in relazione alla positività dell’esame 
colturale del liquor e/o in presenza nel liquor di > 20 globuli bianchi/ml, > 160 
mg/dl di proteine e un livello di glucosio < 50 mg/dL (oppure di un rapporto tra 
glicorrachia e glicemia < 0,5) (63). 
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Determinazione delle concentrazioni sieriche di Clp su sangue di funicolo 
ombelicale per la definizione dei valori normali e la diagnosi di sepsi ad esordio 
precoce  
 
Criteri di inclusione 
Tutti i nuovi nati a termine, consecutivamente osservati, per i quali è stato ottenuto 
consenso informato da parte dei genitori per l’impiego di campioni biologici ad uso 
di ricerca scientifica, sono stati considerati eleggibili per lo studio. Non sono stati 
inclusi i figli di donna con patologie infiammatorie acute o croniche in atto, i neonati 
con diagnosi prenatale di malformazioni, sindromi cromosomiche, infezioni 
congenite diagnosticate durante la gravidanza, travaglio prolungato, sofferenza 
prenatale, nati da gravidanza gemellare, storia familiare di patologie a carico del 
sistema immunitario, uso di antibioticoterapia materna per positività allo 
Streptococco gruppo B (SGB) del tampone vaginale.  
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Sono stati successivamente esclusi dall’analisi finale dei dati i neonati con le 
seguenti caratteristiche: asfissia alla nascita (indice di Apgar < 6 a 1'), sindrome da 
aspirazione di meconio, follow-up di durata inferiore a 12 settimane, diagnosi di 
immunodeficienza, infezione congenita, sindrome genetica, sindrome cromosomica, 
neoplasie, malformazioni.  
 
Raccolta dati clinici  
Per ogni neonato arruolato sono state raccolte le seguenti informazioni 
anamnestiche e cliniche: fattori di rischio materni di sepsi ad esordio precoce (febbre 
materna intrapartum, corioamnionite, rottura prematura delle membrane, minaccia 
di parto prematuro, fratello con storia di sepsi neonatale) (62), tipo di parto, sesso, 
età gestazionale e peso alla nascita, comparsa entro 72 ore di vita di pallore o ittero, 
letargia, apnea, bradicardia, irritabilità o convulsioni, tachipnea, distress 
respiratorio, scarsa perfusione periferica, tachicardia o ipotensione, distensione 
addominale o vomito, febbre, ipotermia o temperatura instabile, insufficienza 
cardiaca, alterazione dell’omeostasi glucidica, acidosi metabolica, exitus. Tutti i 
neonati che presentavano sintomatologia suggestiva di infezione sono stati osservati 
in regime di ricovero presso reparti di patologia neonatale e terapia intensiva 







Determinazione delle concentrazioni sieriche di Clp su sangue periferico in neonati 
con più di 72 ore di vita per la diagnosi di sepsi ad esordio tardivo 
 
Criteri di inclusione  
Sono stati considerati eleggibili per lo studio tutti i neonati consecutivamente 
osservati presso i reparti di patologia neonatale e terapia intensiva neonatale dei 
Centri partecipanti con più di 72 ore di vita, età gestazionale alla nascita di 27-42 
settimane, peso alla nascita > 750 grammi, che hanno meritato approfondimento 
diagnostico per sospetta infezione sistemica, per i quali è stato ottenuto consenso 
informato da parte dei genitori per l’impiego di campioni biologici ad uso di ricerca 
scientifica.  
Sono stati successivamente esclusi dall’analisi finale dei dati i figli di donna con 
malattie infiammatorie acute o croniche in atto, neonati con diagnosi di infezioni 
congenite, nati da gravidanza gemellare, storia familiare di patologie a carico del 
sistema immunitario, necessità di ventilazione meccanica al momento 
dell’arruolamento, sepsi ad esordio precoce, travaglio prolungato, sofferenza 
perinatale, asfissia alla nascita, sindrome da aspirazione di meconio, follow-up di 
durata inferiore a 12 settimane, diagnosi di immunodeficienza, neoplasie, interventi 
chirurgici nelle precedenti 3 settimane, sindrome genetica, sindrome cromosomica, 
malformazioni. L’uso di antibioticoterapia materna per positività allo SGB del 
tampone vaginale non è stato utilizzato come criterio di esclusione. Come controlli 
sani sono stati arruolati neonati con caratteristiche demografiche e cliniche simili al 
gruppo indagato per sepsi. 
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Raccolta dati clinici  
Per ogni neonato arruolato sono state raccolte le seguenti informazioni: fattori di 
rischio materni per sepsi (febbre materna intrapartum, corioamnionite, rottura 
prematura delle membrane, minaccia di parto prematuro), età gestazionale e peso 
alla nascita, tipo di parto, sesso, indice di Apgar a 1' di vita, uso di cateteri vascolari 
centrali, comparsa di segni suggestivi di sepsi quali pallore o ittero, letargia, apnea, 
bradicardia, irritabilità o convulsioni, tachipnea, distress respiratorio, scarsa 
perfusione periferica, tachicardia o ipotensione, distensione addominale o vomito, 
residuo gastrico prealimentare giornaliero superiore al 40% del totale di nutrizione 
enterale somministrata in 24 ore, febbre, ipotermia o temperatura instabile, 
insufficienza cardiaca, alterazione dell’omeostasi glucidica, acidosi metabolica, 
modalità della terapia antibiotica.  
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Determinazione dei livelli liquorali di Clp in corso di meningite nel neonato 
 
Criteri di inclusione  
Sono stati inclusi 5 neonati con meningite batterica (2 E.coli, 1 Sreptococcus 
agalactiae, 1 Klebsiella pneumoniae, 1 Candida albicans), e 25 controlli (10 
emorragia cerebrale periventricolare, 8 iponatriemia, 5 sindrome da astinenza 
neonatale, 2 leucoencefalomalacia periventricolare) osservati presso i reparti di 
patologia neonatale e terapia intensiva neonatale dei Centri partecipanti. Per tutti è 
stato ottenuto consenso informato da parte dei genitori per l’impiego di campioni 
biologici ad uso di ricerca scientifica.  
 
Raccolta dati clinici  
Per ogni neonato arruolato sono state raccolte le seguenti informazioni: febbre 
materna intrapartum, corioamnionite, rottura prematura delle membrane, minaccia 
di parto prematuro, uso di farmaci materno, sofferenza fetale, tipo di parto, sesso, 
età gestazionale, peso alla nascita, comparsa di segni quali pallore o ittero, letargia, 
apnea, bradicardia, irritabilità o convulsioni, tachipnea, distress respiratorio, scarsa 
perfusione periferica, tachicardia o ipotensione, distensione addominale o vomito, 
residuo gastrico prealimentare giornaliero superiore al 40% del totale di nutrizione 
enterale somministrata in 24 ore, febbre, ipotermia o temperatura instabile, 
insufficienza cardiaca, alterazione dell’omeostasi glucidica, acidosi metabolica, 
terapia, impiego di cateteri vascolari centrali.  
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Raccolta campioni e Indagini di laboratorio  
Per la determinazione delle concentrazioni sieriche di Clp è stato raccolto un 
campione di sangue (0,5 ml) dal funicolo alla nascita (Fase 1) o da vaso periferico 
(Fase 2) in provette Vacutainer® contenenti EDTA per ognuno dei soggetti arruolati. 
Per la determinazione delle concentrazioni liquorali di Clp è stato prelevato un 
campione di liquor in provette non trattate. I campioni sono stati centrifugati a 2000 
giri per 15 minuti. Il sopranatante è stato congelato a –20°C entro 20 minuti dal 
prelievo per essere conservato in aliquote di 150-200 µl.  
La raccolta del campione di sangue periferico nei soggetti con sospetto di sepsi, per 
la determinazione delle concentrazioni sieriche di Clp, è avvenuta sempre 
contestualmente all’esecuzione di prelievo per la determinazione degli altri indici di 
infiammazione.  
Nei soggetti appartenenti al gruppo di controlli sani è stata effettuata la raccolta del 
campione di sangue per la misurazione delle concentrazioni sieriche di Clp solo 
contemporaneamente ad un prelievo di sangue necessario per motivi assistenziali.  
Nel sospetto di sepsi, per ogni soggetto arruolato, sono state effettuate le seguenti 
indagini: emocoltura, urinocoltura, emocromo con conta dei globuli bianchi e delle 
piastrine, determinazione del rapporto I/T, misurazione della concentrazione 
plasmatica della PCR, gas ematici, esami ematochimici (glicemia, calcemia, 
sodiemia, potassiemia, cloremia, creatininemia, azotemia, proteinemia, 
albuminemia, latticoacidemia, ammoniemia), radiografia del torace, ecografia 
transfontanellare, cardiaca e addominale.  
Riguardo la  Fase 3, in caso di sospetto coinvolgimento del sistema nervoso centrale 
in corso di sepsi, insieme con le indagini sopradescritte, sono state effettuate coltura 
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ed esame delle caratteristiche chimico-fisiche del liquor, e conta dei globuli bianchi 
nel liquor. Per ogni neonato arruolato è stato raccolto un campione di liquor (0,25 ml 
pari a 5 gocce) per la determinazione delle concentrazioni di Clp, contestualmente 
all’esecuzione di puntura lombare per l’esame colturale, chimico-fisico e 
microscopico del liquor.  
Le indagini previste dallo studio coincidono con quelle normalmente utilizzate dai 
centri partecipanti in caso di sospetta infezione in epoca neonatale. La terapia 
antibiotica è stata iniziata in tutti i neonati con sospetto di sepsi e/o meningite 
immediatamente dopo l’esecuzione delle indagini sopradescritte.  
 
Metodiche di misurazione degli indici infiammatori  
Tutti i campioni biologici sono stati analizzati presso il medesimo laboratorio.  
 
Determinazione della PCR  
Le concentrazioni plasmatiche della PCR sono state misurate con metodo 
immunoturbidimetrico (limite di determinazione 0.5 mg/dl). Livelli superiori a 1.0 
mg/dl sono stati definiti come patologici (64,65).  
 
Esame emocromocitometrico e rapporto I/T  
La determinazione del numero totale di leucociti è stata effettuata mediante 
contatore Sysmex TM NE 8000 (Toa Medical electronics Co, Ltd, Japan). Un numero 




è stato considerato 
come normale (66). La conta totale di neutrofili è stata determinata considerando la 






è stata considerata patologica (66). La misurazione dell’indice di 
immaturità dei neutrofili è invece stato calcolato a partire dal rapporto tra numero 
di neutrofili immaturi e numero totale di neutrofili. Un valore del rapporto I/T 
inferiore a 0.20 è stato considerato come normale (66).  
 
Misurazione delle concentrazioni sieriche di Clp  
Per misurare i livelli di Clp è stato impiegato un test immunoenzimatico ELISA 
(Calprest®, Eurospital, Trieste, Italia). Il principio è brevemente descritto di seguito: 
la Clp presente nel campione diluito si lega all’anticorpo adsorbito su una superficie 
in plastica dei pozzetti forniti con il kit Calprest®. Gli anticorpi coniugati con 
fosfatasi alcalina legano l’antigene, quindi l’enzima catalizza la conversione del 
substrato in prodotto colorato. L’intensità del colore è proporzionale alla quantità 
del coniugato legato e pertanto alla quantità di Clp legata. I campioni conservati a –
20° C sono stati scongelati a temperatura ambiente. Da ciascun campione sono stati 
pesati e prelevati circa 100 µl cui è stata aggiunta la soluzione di estrazione diluita 
(rapporto p/v 1:50). Dopo aver agitato vigorosamente con vortex per 30 secondi, i 
campioni sono stati resi omogenei per 30 minuti su di un agitatore e 
successivamente trasferiti in provette Eppendorf per essere centrifugati per 20 
minuti a 10000 giri a temperatura ambiente. A questo punto sono stati trasferiti 50 µl 
del sopranatante in una nuova provetta Eppendorf. L’estratto così ottenuto è stato 
analizzato immediatamente con procedura ELISA. I valori di densità ottica sono 
stati letti mediante lettore per ELISA a 450 nm. La concentrazione di Clp è stata 
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quindi determinata estrapolando il valore ottenuto sulla curva standard ed espressa 
in µg/ml.  
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2.1.1.3 RISULTATI  
 
Determinazione della Clp sierica nel sangue di funicolo ombelicale alla nascita 
 
Popolazione studiata  
Sono stati consecutivamente raccolti 367 campioni di sangue di funicolo da 
altrettanti neonati al momento della nascita. Sono stati esclusi 35 neonati per asfissia 
alla nascita (10 neonati), sindrome da aspirazione di meconio (5 soggetti), follow-up 
di durata inferiore a 12 settimane (3 neonati), diagnosi di immunodeficienza (2 
neonati) o infezione congenita (8 neonati), sindrome genetica (2 neonati), sindrome 
cromosomica (3 neonati) e malformazioni (2 neonati) (Figura 2). I neonati arruolati 
sono stati classificati nel seguente modo: sepsi con emocoltura positiva, 6 casi (3 per 
SGB, 2 per Escherichia coli, 1 per Stafilococco coagulasi negativo); sepsi clinica, 1 
caso; sepsi possibile con diagnosi definitiva di patologia non infettiva, 16 casi (10 
con maladattamento polmonare, 4 sindrome da astinenza neonatale, 1 aritmia 
cardiaca, 1 ipotiroidismo congenito); controlli sani, 309 casi (Figura 2).  
Il neonato con sepsi clinica ha ricevuto diagnosi a 60 ore di vita sulla base della 
persistenza di sintomi suggestivi (instabilità termica, ipotensione, difficoltà nella 
suzione, colorito pallido, crisi di apnea ripetute, e desaturazioni severe) e indici 





stato trattato con ampicillina associata a gentamicina per via endovenosa per 4 
settimane (Tabella 1). Si è osservato miglioramento clinico associato a riduzione dei 
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livelli di PCR e del numero dei globuli bianchi in correlazione temporale (∼ 48 ore) 
con l’inizio della terapia antibiotica. Pertanto si ritiene che questo caso sia stato 
correttamente classificato come neonato con sepsi.  
Sono state effettuate determinazioni su 130 campioni di neonati classificati come 
controlli sani, scelti in maniera casuale mediante l’ausilio di un software specifico 
sui 309 controlli disponibili, e su tutti i 16 campioni di soggetti con patologia non 
infettiva, e i 7 campioni ottenuti da sangue di funicolo di neonati con sepsi (sepsi 
accertata + sepsi clinica) ad esordio precoce (Figura 2).  
Non sono state rilevate differenze statisticamente significative tra i gruppi sepsi, 
controlli sani e patologia non infettiva riguardo sesso, età gestazionale e peso alla 
nascita (Tabella 2). La frequenza di parti per via vaginale è risultata maggiore nei 
soggetti con sepsi rispetto a controlli sani e neonati con patologia non infettiva 
(Tabella 2). La frequenza di almeno un fattore di rischio per sepsi ad esordio precoce 
è risultata maggiore nei soggetti settici rispetto ai controlli sani e ai neonati con 
patologia non infettiva (Tabella 2). La mediana dell’età alla diagnosi per i soggetti 
con sepsi è risultata di 46 ore (IQR 23 ore).  
 
Concentrazioni di Clp sierica nei differenti Gruppi dello studio  
La mediana della concentrazione sierica di Clp è risultata essere significativamente 
più elevata nei neonati con sepsi (3,60 µg/ml; IQR 1,9 µg/ ml) rispetto ai soggetti 
con patologia non infettiva (1,45 µg/ml; IQR 1,23 µg/ml) e ai controlli (1,25 µg/ml; 
IQR 1,23 µg/ml)(p<0.0001)(Figura 3).  
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Nessuna differenza nel livelli sierici di Clp è stata riscontrata tra controlli sani e 
neonati con sepsi possibile ma con diagnosi definitiva differente da patologia 
infettiva (Figura 3).  
I valori di riferimento espressi come percentili delle concentrazioni sieriche di Clp 
nel neonato sano sono riportati in Figura 4.  
L’analisi di Spearman ha escluso una correlazione tra i livelli di Clp sierica e peso 
alla nascita (r=0,3). L’analisi di regressione lineare con metodo stepwise per la 
selezione delle variabili ha escluso che peso alla nascita, sesso, e tipo di parto 
abbiano influenzato le concentrazioni sieriche di Clp misurate su sangue di funicolo 
ombelicale alla nascita. Mediante la costruzione della curva ROC (Receiver 
Operating Characteristics curve) confrontando i gruppi Sepsi (sepsi accerata + sepsi 
clinica) vs. altre categorie (controlli sani + neonati con patologie non infettive) è 
stato stabilito a 2,9 µg/ml il valore di cut-off ottimale delle concentrazioni sieriche 
di Clp (Figura 5). Tale valore è stato impiegato per la definizione dell’accuratezza 
diagnostica. Dei 7 neonati Infetti, 6 hanno mostrato un valore di Clp sierica 
superiore a 2,9 µg/ml, mentre nessuno dei 130 controlli sani e dei 16 neonati con 
patologie non infettive ha superato il limite sopradescritto. I valori di sensibilità, 
specificità, valore predittivo positivo, valore predittivo negativo della Clp sierica su 
funicolo ombelicale alla nascita come indice di sepsi ad esordio precoce sono 
riportati in Figura 5. Il test K di Cohen ha mostrato come vi sia una maggiore 
concordanza con la diagnosi definitiva di sepsi da parte dei livelli sierici di Clp 






Determinazione della Clp sierica nel sangue periferico in neonati con più di 72 ore 
di vita 
 
Popolazione studiata  
Sono stati raccolti 140 campioni di sangue periferico da 140 neonati ricoverati presso 
i reparti di patologia neonatale e terapia intensiva neonatale dei Centri partecipanti 
allo studio. Sono stati esclusi 13 casi per follow-up di durata inferiore a 12 settimane 
(5 casi), diagnosi di immunodeficienza (2 casi), infezione congenita (5 casi), 
malformazione cardiaca (1 caso) (Figura 6). Pertanto i neonati considerati per 
l’analisi finale sono risultati 127, di cui 28 con sepsi con emocoltura positiva (10 SGB, 
5 Eschrichia coli, 3 Stafilococco coagulasi negativo, 2 per Serratia marcescens, 2 
Klebsiella pneumoniae, 6 Candida albicans), 41 con sepsi clinica, 29 con sepsi 
possibile con diagnosi definitiva differente da infezione (18 con sindrome da 
distress respiratorio, 6 con maladattamento polmonare, 2 con persistenza di dotto 
arterioso pervio, 3 con sindrome da astinenza neonatale), e 29 controlli sani (Figura 
6).  
I neonati con sepsi clinica hanno ricevuto diagnosi sulla base della persistenza di 
segni e sintomi suggestivi (instabilità termica, ipotensione, difficoltà nella suzione, 
colorito pallido, crisi di apnea ripetute, desaturazioni severe) e indici di laboratorio 
(PCR, conta dei globuli bianchi, rapporto I/T) patologici. In correlazione temporale 
con l’inizio della terapia antibiotica si è osservato miglioramento clinico associato a 
normalizzazione degli indici di laboratorio. Pertanto si ritiene che questi casi siano 
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stati correttamente classificati come settici. Sono stati esclusi dall’analisi finale dei 
dati 3 neonati classificati inizialmente come controlli sani che hanno ricevuto nelle 
48 ore successive diagnosi di sepsi. I valori di Clp per questi soggetti sono risultati 
essere 3,8 µg/ml, 4,2 µg/ml, e 3,1 µg/ml.  
Le principali caratteristiche demografiche e cliniche dei gruppi dello studio sono 
riportate in Tabella 3. La mediana dell’età alla diagnosi per i soggetti con sepsi è 
risultata di 15 giorni (IQR 10). L’età mediana al momento della raccolta di campioni 
di sangue per la misurazione delle concentrazioni di Clp sierica non è risultato 
differente tra i gruppi sepsi, controlli sani (16 giorni; IQR 8 giorni) e patologia non 
infettiva (15 giorni; IQR 9 giorni).  
 
Concentrazioni di Clp sierica nei differenti Gruppi dello studio  
Nessuna differenza nella mediana dei livelli sierici di Clp è stata riscontrata tra i 
neonati con sepsi accertata (3,5 µg/ml; IQR 1,2 µg/ml) e sepsi clinica (2,8 µg/ml; 
IQR 1,1 µg/ml), e tra i soggetti sani (0,9 µg/ml; IQR 1,7 µg/ml) e con possibile 
infezione ma con diagnosi definitiva differente da patologia infettiva (1,4 µg/ml; 
IQR 0,6 µg/ml) (Figura 7).  
Le concentrazioni sieriche di Clp dei 69 neonati con sepsi sono risultate 
significativamente più elevate rispetto a quelle misurate sui 26 campioni del gruppo 
controlli sani e sui 29 campioni del gruppo con patologie non infettive (Figura 7). 
L’analisi di regressione lineare con metodo stepwise per la selezione delle variabili 
ha escluso che fattori quali sesso, età gestazionale e peso alla nascita possano 
influenzare le concentrazioni sieriche di Clp.  
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L’analisi di Spearman ha escluso una correlazione tra i livelli di Clp sierica e 
numero di Globuli bianchi (r=0,2). Nei neonati sani i livelli di Clp sierica misurati su 
sangue periferico dopo le prime 72 ore di vita non sono risultate significativamente 
differenti rispetto a quelli misurati su funicolo ombelicale alla nascita (Figura 8).  
La costruzione di curve ROC confrontando prima i gruppi Sepsi tardiva vs. 
Controlli sani e successivamente Sepsi tardiva vs. neonati con diagnosi definitiva 
differente da patologia infettiva, ha consentito di stabilire il valore ottimale di cut-
off delle concentrazioni sieriche di Clp (Figure 9). 
I valori dell’accuratezza diagnostica della misurazione delle concentrazioni sieriche 
di Clp per la sepsi ad esordio tardivo sono riportati in Tabella 4. Confrontata con gli 
altri indici infiammatori la misurazione dei livelli sierici di Clp ha mostrato più 
elevati valori di sensibilità, valore predittivo positivo (VPP), valore predittivo 
negativo (VPN) e Likelihood ratio per la diagnosi di sepsi ad esordio tardivo 
(Tabella 4).  
Il test K di Cohen ha mostrato come vi sia una maggiore concordanza con la 
diagnosi definitiva di sepsi da parte dei livelli sierici di Clp (normali/patologici) 
(K=0,730) rispetto ai criteri clinici (K=0,480).  
 
Determinazione dei livelli liquorali di Clp in corso di meningite nel neonato 
Le caratteristiche demografiche dei soggetti con meningite non sono risultate 
differenti rispetto ai controlli (Tabella 5). Le principali caratteristiche dell’analisi 
chimico-fisica e microscopica del liquor sono riportate in Tabella 6. La mediana 
della concentrazione liquorale di Clp è risultata essere significativamente più 
elevata nei neonati con meningite rispetto ai controlli (Figura 10).  
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2.1.1.4 SIGNIFICATO DEI RISULTATI DELLA RICERCA 
I risultati ottenuti in questa ricerca hanno permesso di definire per la prima volta i 
valori di Clp sierica in neonati sani e colpiti da sepsi. Gli studi effettuati su sangue 
di funicolo hanno consentito di stabilire i livelli normali di Clp sierica alla nascita e 
di fare luce sulla capacità di risposta di una componente dell’immunità innata 
durante la sepsi del neonato. Il calcolo dell’accuratezza diagnostica ha permesso di 
verificare l’utilità della misurazione delle concentrazioni di Clp su siero di funicolo 
alla nascita per la diagnosi tempestiva della sepsi neonatale ad esordio precoce.  
Lo studio dei livelli di Clp su siero isolato da sangue periferico, in neonati con più di 
72 ore di vita, ha permesso di individuare il valore di cut-off ottimale per l’utilizzo 
di tale marcatore nella diagnosi di sepsi ad esordio tardivo. Infine la dimostrazione 
di un aumento dei livelli liquorali di Clp in corso di meningite consente di 
ipotizzare un ulteriore impiego di questo marcatore per la diagnosi delle infezioni 
del sistema nervoso centrale. 
I risultati ottenuti mostrano che la Clp sierica è un marcatore diagnostico di sepsi ad 
elevata sensibilità e valore predittivo negativo, utili per l’identificazione del numero 
più elevato possibile di neonati settici, mentre l’elevato grado di specificità e valore 
predittivo positivo consentono di ipotizzare un suo impiego per restringere i criteri 
per l’inizio della terapia antimicrobica.  
L’interazione tra patogeno e cellule immunitarie scatena una cascata di eventi la cui 
entità e i cui effetti dipendono dalla virulenza del microrganismo e dalla risposta 
dell’ospite, entrambe estremamente variabili. Le conoscenze riguardo le modalità di 
risposta delle diverse componenti del sistema immune in epoca neonatale restano 
ancora in gran parte da definire. Mentre sembra abbastanza chiaro il deficit a carico 
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dell’immunità adattativa, particolarmente se Th1-mediata, dati contrastanti 
derivano dallo studio dell’immunità innata (36,67,68). I neutrofili e le altre cellule 
dell’immunità innata sono capaci di produrre peptidi antimicrobici che giocano un 
ruolo cruciale nella protezione del neonato dalle infezioni (69). Studi recenti 
indicano come molte funzioni di neutrofili e monociti, sebbene ridotte in condizioni 
basali, risultino poi normali a seguito di uno stimolo infiammatorio (68). La 
dimostrazione che i livelli di Clp sierica aumentano in maniera considerevole in 
corso di sepsi, conferma questa visione della funzione dell’immunità innata in epoca 
neonatale.  
Considerata la particolare importanza di possedere difese pronte al passaggio da un 
ambiente sterile a quello extrauterino, in attesa del completamento dello sviluppo 
dell’immunità adattativa, il ruolo dei peptidi antimicrobici pre-sintetizzati, come la 
Clp, è fondamentale per la difesa dalle infezioni in epoca neonatale (69,70).  
La Clp è un peptide antimicrobico contenuto in elevate concentrazioni nel citosol 
delle cellule coinvolte attivamente nella risposta immune innata (55,56). Viene 
liberata precocemente nel sito di interazione tra patogeno e sistema immunitario e 
promuove la diffusione sistemica del processo infiammatorio (55,56).  
La Clp promuove la chemiotassi, favorisce la comunicazione tra le cellule del 
sistema immune, stimola la migrazione transendoteliale di monociti e neutrofili, 
regola il termine del processo infiammatorio e partecipa attivamente alla 
ricostruzione dei tessuti danneggiati dalla cascata infiammatoria (55). L’azione 
antimicrobica della Clp deriva invece dalle sue facoltà di legare lo zinco 
riducendone la disponibilità per la crescita batterica (56).  
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La capacità del neonato di produrre livelli sierici di Clp simili a quelli delle età 
successive, l’assenza di correlazione con l’età gestazionale, e la stabilità dei livelli di 
Clp durante tutto il periodo neonatale (Figura 5), lasciano ipotizzare una 
maturazione precoce e completa di questa componente dell’immunità innata 
durante lo sviluppo fetale (55,56).  
In accordo con ricerche precedenti, i risultati dello studio evidenziano che ad elevati 
livelli di Clp sierici non corrisponde un numero di globuli bianchi circolanti 
aumentato (55). Questo potrebbe dipendere dal fatto che la massa leucocitaria 
midollare nel neonato è solo il 20% rispetto a quella dell’adulto (64,71). Tuttavia la 
ridotta risposta midollare agli stimoli infiammatori e/o la scarsa capacità 
chemiotattica dei leucociti in età neonatale potrebbero contribuire almeno in parte a 
questo fenomeno (63,64,71). Ancora poco si conosce riguardo i rapporti tra Clp 
liberata nel sito di origine del processo infiammatorio e attivazione leucocitaria 
sistemica. Studi futuri sono necessari per fare luce su questo fenomeno.  
I risultati dello studio dimostrano come la Clp possa essere impiegato come 
marcatore precoce di sepsi neonatale. La Clp sierica viene rilasciata dai leucociti 
molto precocemente ed è dosabile già dopo 6 ore dal contatto del patogeno con le 
cellule dell’immunità innata (55). Nei soggetti con sepsi ad esordio precoce, in cui la 
diagnosi viene posta a circa 2 giorni di vita, la Clp sierica raggiunge elevati livelli 
gia alla nascita su sangue di funicolo. Per quanto attiene invece alla sepsi ad esordio 
tardivo, dall’analisi finale dei dati sono stati esclusi tre pazienti inizialmente 
classificati come controlli sani che hanno mostrato nelle 48 ore successive un 
decorso clinico compatibile con uno stato settico. Al momento del prelievo, questi 
soggetti avevano livelli di Clp tutti superiori al valore ottimale di cut-off indicato 
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dai nostri risultati come limite per l’identificazione dei neonati con sepsi ad esordio 
tardivo. È possibile speculare che l’aumento della Clp sierica, dopo il contatto tra 
organismo e patogeno, sia tanto precoce e rapido da precedere le manifestazioni 
cliniche, secondarie alla diffusione sistemica del processo infiammatorio. Tuttavia, 
sono necessari ulteriori studi per accertare questa ipotesi.  
Altri marcatori precoci sono stati recentemente proposti per la diagnosi di sepsi nel 
neonato (64). Tra questi il dosaggio di citochine quali IL-1β, IL-6, IL-8 e TNFα e 
l’identificazione dell’antigene di superficie dei neutrofili CD11 pur dimostrando una 
buona accuratezza diagnostica non ha trovato largo impiego nella pratica clinica per 
la complessità dei metodi di determinazione e soprattutto per i costi ad essi correlati 
(64). In più, alla luce delle più recenti acquisizioni riguardo i meccanismi 
patogenetici della sepsi, il dosaggio delle citochine pro-infiammatorie garantirebbe 
uno scarso successo diagnostico, considerato il deficit dell’immunità adattativa e lo 
stato di anergia in cui versano i neonati con sepsi (72).  
Recentemente la misurazione sierica della procalcitonina, una proteina della fase 
acuta implicata in fenomeni di neurotrasmissione e immunomodulazione in corso di 
infiammazione sistemica, è stata proposta come una metodica accurata per la 
diagnosi di sepsi in epoca neonatale (64). Tuttavia i livelli di procalcitonina sono 
ampiamente influenzati da condizioni materne, quali infezioni e preeclampsia, e 
neonatali, come sindrome da distress respiratorio, instabilità emodinamica, traumi 
(64). L’ampia variabilità dei livelli normali di procalcitonina nelle prime ore di vita 
la rende un marcatore poco affidabile per la diagnosi di sepsi neonatale ad esordio 
precoce (64).  
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Al momento l’indice infiammatorio più comunemente impiegato in clinica è la PCR 
(62).  La PCR è una proteina della fase acuta della risposta infiammatoria, prodotta 
dal fegato, che aumenta in circolo in caso di infezione o lesione dei tessuti (64). Le 
concentrazioni più alte di PCR sono state riscontrate in pazienti con infezioni 
batteriche, mentre aumenti modesti si ritrovano in corso di altri stati infiammatori 
cronici (47). La sintesi delle proteine della fase acuta è regolata dalle citochine IL-1β, 
IL-6, IL-8, e TNFα (47). Dal primo contatto con l’agente scatenante la reazione 
infiammatoria, sono necessarie almeno 6 ore per dare il via alla sintesi e alla 
liberazione in circolo della PCR (47). I livelli di PCR raddoppiano ogni 8 ore e 
raggiungono il livello massimo a 36-50 ore dall’inizio del processo infiammatorio 
(73). I livelli rimangono elevati con il progredire dell’infiammazione e diminuiscono 
rapidamente in caso di guarigione a causa della breve emivita (4-7 ore). I risultati 
del nostro studio confermano una discreta sensibilità e un buon valore predittivo 
negativo della PCR nella diagnosi di sepsi neonatale. Tuttavia, studi precedenti 
dimostrano che un singolo valore normale non esclude un’infezione, perché il 
campionamento potrebbe precedere l’aumento della PCR (64). Aumenti della PCR 
sono stati rilevati anche in neonati con asfissia neonatale, sindrome da distress 
respiratorio, e sindrome da aspirazione meconiale (64,65,73). Sebbene la sintesi della 
PCR avvenga più rapidamente e in maggiori quantità rispetto agli altri marcatori 
della fase acuta, è comunque subordinata alla produzione di citochine 
infiammatorie e prevede un tempo di latenza non sempre accettabile in età 
neonatale dove l’inizio precoce della terapia resta il principale fattore prognostico di 
questi pazienti (62,63). La PCR, infine, non è affidabile nelle prime 24-48 ore di vita e 
risulta essere aumentata in circa il 10% dei soggetti normali (62,64). I risultati del 
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nostro studio confermano, inoltre, che solo una minoranza dei neonati con sepsi ad 
esordio tardivo da Candida albicans mostra valori elevati di PCR (1 su 5), mentre la 
totalità presenta valori patologici di Clp (dati non mostrati) (64).  
La necessità in epoca neonatale di un test ad elevata sensibilità e valore predittivo 
negativo al fine di identificare e classificare correttamente il maggior numero 
possibile di neonati con sepsi, fanno del dosaggio della Clp sierica un metodo con 
grandi potenzialità diagnostiche. In più l’importanza di ridurre i costi e i rischi di un 
uso ingiustificato di antibiotici, rendono la determinazione dei livelli di Clp sierica 
uno dei migliori marcatori fino ad oggi identificato per l’elevata specificità e valore 
predittivo positivo.  
La metodica di misurazione ELISA della Clp è a basso costo e facilmente eseguibile. 
La necessità di esigue quantità di sangue (< 0.5 ml) per la determinazione 
rappresenta un ulteriore vantaggio nel neonato, soprattutto se pretermine, per il 
rischio di anemia iatrogena. La spesa richiesta per ogni misurazione di Clp sierica è 
di circa 10 euro, mentre per la determinazione della PCR si aggira intorno ai 15 euro. 
Al pari della PCR, per la quale esiste già in commercio un test per la misurazione 
delle concentrazioni sieriche in tempo reale, tra pochi mesi sarà disponibile un test 
rapido colorimetrico che consentirà di ottenere risultati rapidi e ridurre 
ulteriormente i costi della determinazione della Clp sierica. Pertanto la misurazione 
della Clp sierica supera molti dei problemi posti dai marcatori di infezione 
precedentemente studiati e rappresenta un metodo rapido ed a basso costo, ottimale 
per l’identificazione precoce di uno stato infiammatorio sistemico in epoca 
neonatale.  
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Lo studio presenta alcune limitazioni che sono discusse di seguito. I livelli sierici di 
Clp non sono stati monitorati quotidianamente in modo da consentire di stabilire 
una correlazione tra inizio e progressione delle manifestazioni cliniche e 
concentrazioni sieriche di questo marcatore. Lo studio non accerta il rapporto tra 
efficacia della terapia antibiotica e livelli sierici di Clp. I risultati ottenuti sono validi 
soltanto per un sottogruppo specifico di neonati non intubati, con un peso superiore 
a 750 g alla nascita, in assenza di malformazioni. Tuttavia, questo sottogruppo 
rappresenta la maggioranza di neonati che ricevono una valutazioni e un 
trattamento antibiotico per il rischio di sepsi, osservati in centri nascita di primo 
livello, centri di patologia neonatale e terapie intensive neonatali. L’accuratezza 
diagnostica stabilita dal nostro studio risente della prevalenza della sepsi nei centri 
partecipanti che, nonostante sia molto simile a quella descritta dalle recenti indagini 
epidemiologiche, potrebbe essere differente in altre realtà assistenziali (62,74-76). 
Infine, non è possibile escludere con certezza che la concentrazione di Clp nel siero 
di funicolo ombelicale alla nascita non risenta dei livelli di materni di Clp circolante. 
Per le caratteristiche chimiche relative a peso molecolare e carica ionica di 
superficie, resta difficile ipotizzare un passaggio placentare della Clp dalla madre al 
feto. Tuttavia le cellule dei villi coriali sono capaci di produrre e secernere 
attivamente proteine S100, della stessa famiglia della Clp, soprattutto in caso di 
sofferenza feto-placentare (77). In ogni caso, dal nostro studio sono state escluse le 
donne gravide con patologie infiammatorie in atto ed è stata dimostrata l’assenza di 
differenze significative tra i livelli di Clp misurati su funicolo e quelli determinati 
dopo le prime 72 ore di vita su sangue periferico. Inoltre, i livelli di Clp sierica in 
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epoca neonatale non sembrano differenti da quelli delle età successive (< 2 µg/ml 
per i soggetti sani) (55,56). 
Tali limiti non impediscono in ogni caso di concludere che la Clp sierica sembra 
esser il parametro diagnostico più attendibile ed accurato per identificare 
precocemente i neonati con sepsi ad esordio precoce e tardivo. L’introduzione nella 
pratica quotidiana della misurazione delle concentrazioni sieriche di Clp potrebbe 
ottimizzare la gestione dei neonati con sepsi, anticipando la diagnosi e dunque 
migliorando la prognosi, riducendo contemporaneamente errori diagnostici e uso di 
antibiotici non necessari.  
L’analisi effettuata mediante test K di Cohen conferma la possibilità della 
costruzione di nuovi approcci diagnostici e terapeutici della sepsi ad esordio 
neonatale, dove l’uso della Clp sierica potrebbe contribuire in maniera decisiva alla 
corretta classificazione di neonati con sospetta sepsi.  
I risultati dello studio aprono nuove prospettive di ricerca sulla relazione tra 
patologie infiammatorie sistemiche e Clp sierica, e indicano la necessità di studi 
ulteriori per la messa a punto di nuove strategie diagnostiche e terapeutiche volte a 
ridurre la morbilità e la mortalità legate alla sepsi in epoca neonatale.  
Studi futuri sono necessari per valutare il significato prognostico della Clp e 
verificare l’esistenza di una relazione tra livelli di Clp e gravità della risposta 
infiammatoria sistemica.  
Il Government Performance Results Act, agenzia governativa statunitense per la 
pianificazione di interventi di sanità pubblica volti a ridurre le minacce ambientali, 
ha recentemente stabilito quale obiettivo nazionale la riduzione dei casi di sepsi 
neonatale sotto il tetto delle 0,3 unità ogni 1000 nascite. Analogamente l’Healthy 
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People 2010, organo internazionale per la promozione dello stato di salute, ha 
stabilito tra i propri obiettivi principali quello di ridurre i casi di sepsi neonatale ad 
esordio precoce a meno di 0,5 casi ogni 1000 nati vivi entro l’anno 2010, per tutti i 
ceti sociali. Alla luce dei nostri risultati l’introduzione nella pratica clinica della 
misurazione della Clp sierica in epoca neonatale potrebbe consentire di raggiungere 
rapidamente tali obiettivi.  
Tale studio vista la elevata sensibilità e specificità del test ha posto le basi 
scientifiche per la costruzione di Kit rapidi ELISA per la diagnosi precoce di sepsi, 
con importanti ripercussioni sulla gestione clinica del neonato settico ed eventuali 
applicazioni anche nella medicina dell’adulto. 
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2.1.2 LE DEFENSINE. Definizione dei livelli sierici normali di defensine in epoca 
neonatale 
Le defensine sono tra i principali peptidi antimicrobici dell’immunità innata (78,79) 
(Figura 11). La loro conservazione durante l’evoluzione e la distribuzione in tutto il 
regno animale riflettono l’importanza di queste molecole nella difesa dalle infezioni 
(80). Sono state per la prima volta isolate dai neutrofili, sono poi risultate essere 
componenti delle cellule epiteliali di diversi distretti confermando il ruolo 
antimicrobico a livello delle superfici mucosali costantemente esposte 
all’aggressione da parte di microorganismi patogeni (Figura 11) (39,81-85). Le 
defensine sono peptidi cationici relativamente ricchi di arginina, non glicosilati, con 
peso molecolare di 3.5-4.5 kDa e contenenti sei residui di cisterna formanti tre 
caratteristici ponti disolfuro intramolecolari. La distribuzione spaziale dei residui di 
cisteina, l’allineamento dei ponti disolfuro e la struttura globale della molecola sono 
i criteri in base ai quali vengono distinte tre classi di defensine: α-defensine, β-
defensine,θ-defensine (78,79). Le defensine sono state ritrovate in elevate 
concentrazioni nell’aspirato tracheale di neonati con polmonite ed infezioni 
sistemiche e nel plasma di bambini con sepsi (86). Sebbene non siano conosciuti i 
livelli normali di defensine plasmatici in epoca neonatale una carente produzione o 
un’alterata funzione di questi peptidi antimicrobici potrebbe favorire lo sviluppo di 





Definire i livelli normali di α- e β-defensine in epoca neonatale al fine di identificare 
valori di riferimento potenzialmente utili per studi successivi atti a stabilire un loro 
possibile ruolo fisiopatologico in corso di sepsi. 
 
2.1.2.2 METODOLOGIA 
Disegno dello studio 
Lo studio collaborativo tra Dipartimento di Pediatria dell’Università degli Studi di 
Napoli Federico II e l’Ospedale Mauro Scarlato di Scafati, si è svolto a partire dal 
giugno 2007 ed è tuttora in corso. In questa tesi sono presentati i dati preliminari 
ottenuti nella fase iniziale della ricerca.  
Per ogni soggetto arruolato è in corso un follow-up clinico di almeno 12 mesi. Il 
disegno dello studio è stato approvato dal Comitato Etico della Facoltà di Medicina 
e Chirurgia dell’Università degli Studi di Napoli “Federico II”. Un’accurata 
informazione a fine di consenso è stata fornita ai genitori di tutti i soggetti arruolati.  
 
Criteri di inclusione ed esclusione 
Gestanti e neonati consecutivamente osservati presso il nido dell’Ospedale Mauro 
Scarlato di Scafati sono stati considerati eleggibili per lo studio. Sono stati esclusi i 
soggetti con le seguenti caratteristiche: madri con patologie infiammatorie acute o 
croniche in atto, sofferenza prenatale, storia familiare di patologie a carico del 
sistema immunitario, uso di antibioticoterapia materna per positività allo SGB del 
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tampone vaginale, asfissia alla nascita (indice di Apgar < 6 a 1'), sindrome da 
aspirazione di meconio, immunodeficienza, infezione congenita, sindrome genetica, 
sindrome cromosomica, neoplasie, malformazioni.    
 
Raccolta dati 
Per ogni neonato arruolato sono state raccolte informazioni riguardo patologie 
materne, gestosi, immunodeficienze familiari, rottura prolungata delle membrane 
(>18 ore), positività del tampone vaginale materno alla ricerca di SGB, età 
gestazionale, tipo di parto, gemellarità, caratteristiche del liquido amniotico alla 
nascita, etnia, sesso, indice di Apgar a 1’ ed a  5’, peso, lunghezza e circonferenza 
cranica alla nascita.  
 
Campioni biologici 
Sono stati raccolti campioni di sangue da gestanti al momento del parto, da cordone 
ombelicale (3 ml) alla nascita e da neonati a 28 giorni di vita, in provette 
Vacutainer® con EDTA. I campioni sono stati centrifugati a 2000g per 15 minuti ed 
il siero è stato congelato e conservato in aliquote di almeno 150 µl.  
 
Misurazione delle concentrazioni sieriche di defensine 
Le concentrazioni sieriche di defensine sono state misurate mediante ELISA come 
descritto precedentemente (87). Per misurare i livelli di human β-defensin 2 (hBD2) 
e di human neutrophil defensins 1-3 (HNP1-3) sono stati impiegati test 
immunoenzimatici ELISA (Phoenix Pharmaceuticals, Inc. Belmont, CA, USA per 
hBD2 e Hbt HyCult Biotechnology, Uden, The Netherlands per HNP1-3 
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rispettivamente). Il principio è brevemente descritto di seguito: le hBD2 o le HNP1-3 
presenti nel campione diluito si legano all’anticorpo adsorbito su una superficie in 
plastica dei pozzetti forniti con il kit.  Il materiale non legato viene rimosso dai 
lavaggi. Viene aggiunto un secondo anticorpo biotinilato che lega a sua volta le 
defensine catturate dal primo anticorpo adeso alla superficie del pozzetto. Il 
materiale in eccesso viene rimosso dai lavaggi. Si aggiunge la streptovidina-
perossidasi coniugata che reagisce specificamente con l’anticorpo biotinilato. 
L’eccesso di streptovidina-perossidasi viene rimosso dai lavaggi. Si procede ad 
aggiungere il substrato tetrametilbenzidina, segue lo sviluppo di una colorazione. 
L’intensità del colore è proporzionale alla quantità del coniugato legato e pertanto 
alla quantità di hBD2 o di HNP1-3 legata. I campioni conservati a –20° C sono stati 
scongelati a temperatura ambiente. Il campione è stato quindi analizzato 
immediatamente con procedura ELISA. I valori di densità ottica sono stati letti 
mediante lettore per ELISA a 450 nm. La concentrazione di hBD2 è stata quindi 
determinata estrapolando il valore ottenuto sulla curva standard ed espressa in 
pg/ml, mentre la concentrazione di HNP1-3 è stata quindi determinata 





Misurazione livelli sierici di  hBD2  
Sono stati consecutivamente raccolti 88 campioni di sangue di funicolo da altrettanti 
neonati al momento della nascita. Sono stati esclusi 6 neonati per sofferenza fetale (2 
neonati), sindrome da aspirazione di meconio (2 neonati), infezioni congenite (2 
neonati). 
Sono stati analizzati i campioni derivanti da 82 neonati le cui caratteristiche cliniche 
e demografiche sono riportate in Tabella 7. I livelli di defensine misurati in questi 
soggetti sono stati utilizzati per costruire le curve di normalità riportate nella Figura  
12. 
L’analisi di regressione lineare con metodo stepwise per la selezione delle variabili 
ha escluso che gestosi materna, PROM, età gestazionale, gemellarità, caratteristiche 
del liquido amniotico alla nascita, etnia, sesso, indice di Apgar, parametri auxologici, 
abbiano influenzato le concentrazioni sieriche di hBD2 misurate su sangue di 
funicolo ombelicale alla nascita. Mediante l’analisi di Spearman è stata evidenziata 
la correlazione tra concentrazioni sieriche di hBD2 su sangue proveniente dal 
moncone ombelicale alla nascita e modalità di parto (r=0,3). I livelli di hBD 2 dosati 
su sangue di funicolo ombelicale alla nascita di soggetti nati da parto spontaneo sono 
risultati significativamente maggiori (media 122.7 pg/ml, SD 4.6) dei nati mediante 
taglio cesareo (media 107.5 pg/ml, SD 5.5)(p=0.038) (Figura 13).  
 46 
Misurazione livelli sierici di HNP1-3 
Sono stati consecutivamente arruolati 66 gestanti e 66 neonati. Sono stati esclusi 2 
neonati e le rispettive madri per infezioni congenite. Sono stati analizzati i campioni 
derivanti da 64 neonati e 64 madri le cui caratteristiche cliniche e demografiche sono 
riportate in Tabella 7bis. I valori ottenuti sono stati considerati per costruire curve di 
normalità riportate nella Figura 14. L’analisi di regressione lineare con metodo 
stepwise per la selezione delle variabili ha escluso che gestosi materna, PROM, età 
gestazionale, tipo di parto, gemellarità, caratteristiche del liquido amniotico alla 
nascita, etnia, sesso, parametri auxologici, abbiano influenzato le concentrazioni 
sieriche di HNP1-3 misurate su sangue di funicolo ombelicale alla nascita. I valori 
dosati su sangue materno al momento del parto non sono risultati 
significativamente diversi da quelli dei neonati alla nascita ed a 28 giorni di vita 
(Figura 15). L’analisi di Spearman ha evidenziato la correlazione tra concentrazioni 
sieriche di HNP1-3 su sangue materno e tipo di parto (r=0,3). Tali valori sono 
sovrapponibili a quelli riportati in letteratura per il soggetto adulto (88). I livelli di 
HNP1-3 dosati su sangue venoso materno durante il parto sono risultati 
significativamente maggiori nelle donne in travaglio (media 594.6 ng/ml, SD 36.3) 






2.1.2.4 SIGNIFICATO DEI RISULTATI DELLA RICERCA 
Le conoscenze riguardo le modalità di risposta delle diverse componenti del sistema 
immune in epoca neonatale restano ancora in gran parte da definire. Mentre sembra 
abbastanza chiaro il deficit a carico dell’immunità adattativa, particolarmente per la 
parte Th1-mediata, dati contrastanti derivano dallo studio dell’immunità innata 
(36,67,68). I neutrofili e le altre cellule dell’immunità innata sono capaci di produrre 
peptidi antimicrobici che giocano un ruolo cruciale nella protezione del neonato dalle 
infezioni. La dimostrazione che i livelli di α- e β-defensine sieriche siano simili a 
quelli dell’adulto sin dalla nascita dimostra che l’espressione di questi componenti 
dell’immunità innata è già matura sin dalle primissime epoche della vita.  
Considerata la particolare importanza di possedere difese pronte al passaggio da un 
ambiente sterile a quello extrauterino, in attesa del completamento dello sviluppo 
della componente adattativa, il ruolo dei peptidi antimicrobici, come le defensine, è 
cruciale nell’ambito della risposta immune. L’immunità innata possiede la capacità 
di contrastare potenziali infezioni bloccando l’ingresso dei microrganismi nei tessuti 
prima dell’attivazione della componente adattativa. L’immunità innata è in grado di 
riconoscere un’ampia varietà di microrganismi: batteri Gram positivi e Gram 
negativi, lieviti e virus. E’ ipotizzabile che i peptidi dell’immunità innata in epoca 
neonatale per le loro caratteristiche di pronta disponibilità giochino un ruolo da  
protagonista durante la colonizzazione delle mucose alla nascita. È possibile 
speculare che il travaglio di parto rappresenti un momento cruciale per innescare la 
risposta immune innata nel feto per prepararlo al contatto con l’ambiente esterno 
contaminato da un’ampia varietà di microorganismi. Variazioni delle concentrazioni 
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sieriche di α- e β-defensine correlate ad eventi quali la modalità di parto, la rottura 
prematura delle membrane, la nascita pretermine potrebbero rappresentare il 





2.2 FASE B. STUDIO DEL POSSIBILE RUOLO PATOGENETICO DI 
ALTERAZIONI DELL’IMMUNITÀ INNATA NELLO SVILUPPO DI  
MALATTIE INFIAMMATORIE CRONICHE INTESTINALI IN ETÀ 
PEDIATRICA.  
 
Genotipo e funzione delle β-defensine e  della lectina legante il mannano 
Le MICI, classicamente distinte in MC e RCU, costituiscono un problema di 
crescente rilevanza clinica in pediatria per il significativo e progressivo aumento di 
incidenza (89). L’incidenza attuale in età pediatrica è stimata intorno a 8-10 nuovi 
casi per 100000 per anno (90). Nel nostro Paese il numero di nuove diagnosi/anno 
in età pediatrica è aumentato di oltre 10 volte dal 1979 ad oggi con una netta 
prevalenza di MC. L’eziologia della MC è ancora poco nota, l’ipotesi attualmente 
più condivisa è quella di un disordine ad eziologia multifattoriale al cui sviluppo 
concorrono fattori endogeni (predisposizione genetica) e fattori esogeni 
(microrganismi, sostanze antigeniche) in grado di indurre e perpetuare a livello 
intestinale (e in alcuni casi anche a livello di altri apparati) uno stato infiammatorio 
(91,92). Il principale fattore di rischio in età pediatrica è costituito dalla presenza nel 
gentilizio di un parente di primo grado affetto da MICI (91-95). Infatti nel 10-25% 
delle famiglie di pazienti con MICI è possibile identificare altri membri affetti, ed è 
stato calcolato che un fratello di un paziente affetto da MC ha un rischio 30 volte 
maggiore, rispetto alla popolazione generale, di sviluppare tale tipo di patologia. 
Diversi studi dimostrano inoltre una concordanza fenotipica in pazienti con MICI 
appartenenti alla stessa famiglia. In particolare, in famiglie con > 2 membri affetti da 
MC è stata dimostrata una concordanza dell’86% per quanto riguarda la 
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localizzazione intestinale e dell’82% per quanto riguarda le manifestazioni cliniche 
più comuni della malattia. È stato proposto un meccanismo di “anticipazione 
genetica” in relazione a forme molto precoci di MICI in figli di genitori affetti da 
MC: bambini affetti da MC figli di genitori con MC sviluppano spesso i sintomi 
molti anni prima dei loro genitori (91-94). Studi su gemelli con MICI forniscono 
ulteriori prove di una predisposizione genetica: è stato dimostrato che gemelli 
monozigoti sviluppano MC con una concordanza del 30-50%. Più volte è stata 
ipotizzata l’esistenza di loci di predisposizione per la MC (91-96). Recentemente è 
stato dimostrato che la MC può associarsi a polimorfismi a carico del gene Nod-
2/CARD15 in posizione 16q12. Diversamente da molti altri geni chiamati in passato 
in causa nella patogenesi delle MICI, il gene Nod-2/CARD15 sembra avere una 
funzione più definita: codifica per una proteina essenziale nella gestione del 
‘fisiologico rapporto’ tra sistema immunitario e flora batterica intestinale. La 
proteina CARD15 infatti è in grado di legare componenti della parete batterica e di 
attivare il fattore nucleare NFkB, molecola chiave nella patogenesi dei processi 
flogistici (97). Più recentemente, l’espressione di Nod2/CARD15 è stata riscontrata in 
prossimità delle cellule intestinali di Paneth e sembra influenzarne la capacità di 
secernere molecole antibatteriche in risposta a microrganismi presenti nel lume 
intestinale o a loro prodotti (lipopolisaccardi, peptidoglicani, DNA) (98).  Mutazioni 
a carico di questo gene si riscontrano in eterozigosi nel 10-30% ed in omozigosi nel 
3-15% dei pazienti affetti da MC. Sia per la RCU che per la MC sono stati identificati 
numerosi loci di suscettibilità su più della metà dei cromosomi incluso il 
cromosoma X (Tabella 8). Queste evidenze hanno aperto nuove prospettive per lo 
studio dei meccanismi alla base di tali affezioni ma non sono sufficienti ancora per 
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comprendere interamente la complessa patogenesi delle MICI. Accanto ad una 
predisposizione generica altri dati della letteratura permettono di ipotizzare la 
presenza di fattori presenti nel lume intestinale in grado di consentire lo sviluppo 
della malattia. I dati epidemiologici sembrano in accordo con un modello di malattia 
in cui un ipotetico agente infettivo esplica un ruolo patogenetico in soggetti 
geneticamente predisposti. Molti microrganismi, sia di tipo virale che batterico, 
sono stati chiamati in causa nella patogenesi della MC, ma nessuno di essi è stato 
riconosciuto come agente causale specifico. Alternativamente i pazienti con MC 
potrebbero produrre un’esaltata risposta infiammatoria verso batteri o componenti 
batterici presenti nel lume intestinale che sono normalmente tollerati da soggetti 
sani. Molti studi sono stati effettuati sulla composizione della microflora intestinale 
del paziente con MICI segnalando in più di una occasione differenze qualitative e 
quantitative per quanto riguarda diverse specie batteriche. Al contrario i dati più 
recenti pongono in evidenzia più che differenze qualitative a carico della microflora 
intestinale, una maggiore aderenza della flora batterica all’epitelio in soggetti con 
MC. Questo aspetto rende difficile poter spiegare lo stato di infiammazione cronica 
riscontrato in questo disordine solo sulla base di una alterazione dei meccanismi di 
controllo della risposta immunitaria (99). In questo scenario diventa essenziale fare 
luce sul ruolo nell’immunità innata dei peptidi antimicrobici prodotti dalla mucosa 
intestinale per definire i momenti patogenetici fondamentali della MC. Un deficit di 
produzione o di funzione di questi peptidi antimicrobici potrebbe favorire una 
graduale e persistente penetrazione di batteri componenti la flora batterica 
intestinale stimolando ed alimentando il processo infiammatorio cronico. I peptidi 
antimicrobici più importanti sono rappresentati dalle defensine (39,78). Le defensine 
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sono peptidi cationici che rappresentano una componente essenziale dell’immunità 
innata. Sulla base della distribuzione tissutale e della loro struttura terziaria le 
defensine umane si distinguono in α- e β-defensine. Le α-defensine, rilasciate dai 
neutrofili e dalle cellule di Paneth, sono preposte alla difesa antimicrobica a livello 
intestinale. In modelli animali sperimentali, mutazioni del gene per le α-defensine 
comportano attenuazione o talvolta perdita di attivita’ microbicida nei confronti di 
molte specie batteriche. Nell’uomo non ci sono dati riguardo la presenza di 
mutazioni a carico dei geni codificanti per le defensine. L’espressione delle β-
defensine è limitata alle cellule epiteliali e ai cheratinociti. Ne deriva che le β-
defensine costituiscono la prima linea di difesa contro patogeni a livello delle 
barriere mucosali dell’intero organismo. I geni della famiglia delle defensine sono 
tutti localizzati sul cromosoma 8, a livello della regione p22-23.1, e codificano per 
peptidi che nella forma attiva sono costituiti da 28-44 amminoacidi e hanno peso 
molecolare di 3-5 kD (99). Recentemente alcuni autori hanno verificato un’alterata 
espressione a carico di diversi geni che precedentemente non erano stati associati 
alle MICI, fra i quali le α-defensine HD5 e HD6. In particolare le defensine HD5 che 
HD6 risultano indotte nella mucosa di pazienti con MICI. L’induzione di HD6 ma 
non quella di HD5 è specifica per le MICI poiché non si osserva in altre forme di 
coliti come quelle infettive. Le alterazioni a carico delle β-defensine sono ancora più 
interessanti per la differente espressione mucosale rilevata tra MC e RCU (100). E’ 
stato dimostrato che la β-defensina hBD1 è espressa costituitivamente a livello 
dell’epitelio intestinale di soggetti normali e di pazienti con MICI. L’espressione di 
hBD1 aumenta sia nella MC che nella RCU. La β-defensina hBD2 è espressa a livello 
del colon durante stati di infiammazione inclusa la RCU, ma, sorprendentemente, 
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nelle porzioni di mucosa infiammata di pazienti con MC si evidenzia una ridotta 
espressione di hBD2. Si può ipotizzare che nei soggetti con MC vi sia una ridotta 
espressione o una produzione di defensine anomale che rende difettosa la barriera 
antimicrobica mucosale. In tabella 10 è indicato lo spettro d’azione delle hBD. Il 
deficit di defensine potrebbe condurre ad una moderata ma persistente invasione 
batterica che innesca e alimenta il processo infiammatorio. Ciò costituirebbe una 
spiegazione ragionevole e plausibile della perdita di tolleranza nei confronti della 
flora batterica intestinale aderente alla mucosa che si osserva nella MC. Numerosi 
studi hanno dimostrato variazioni della concentrazione di tali peptidi in campioni 
bioptici intestinali provenienti da pazienti con MICI (Tabella 9).  Anche altri peptici 
antimicrobici, oltre le defensine, potrebbero essere coinvolti nella patogenesi delle 
MICI ad esempio la mannan binding lectin (MBL). L’MBL è una lectina di tipo C con 
un dominio simile al collagene codificata da un gene localizzato in posizione 
10q11.2 e caratterizzata da una elevata affinità per i domini ricchi di mannosio tipici 
delle superfici microbiche (101). L’MBL è in grado di legarsi ad un’ampia varietà di 
batteri ed altri microrganismi, neutralizzandoli e/o attivando un pathway che 
conduce alla loro opsonizzazione. Numerosi polimorfismi del gene sono stati 
identificati (101). E’ stato recentemente dimostrato che una combinazione di 
polimorfismi omozigoti o eterozigoti dell’esone 1 del gene associata a specifici 
polimorfismi del promotore conduce ad un decremento dei livelli di MBL 
plasmatici. Si è ipotizzato che la riduzione o l’assenza di MBL nel plasma possa 
alterare i meccanismi di difesa immunitari mediati dal mannano. Un’alterazione 
della espressione e della struttura dell’MBL potrebbe dunque essere coinvolta nella 
suscettibilità alle infezioni nei pazienti con MICI (102). Acquisire maggiori 
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informazioni sulla funzione e sulla regolazione dell’espressione di tali peptidi a 
livello intestinale, per comprenderne il ruolo di microbicidi, microbistatici o 
chemioattraenti rappresenta un aspetto chiave che consentirebbe di chiarire aspetti 
cruciali della patogenesi della MC.  
 
2.2.1. OBIETTIVI: 
Definire il genotipo di β-defensine ed MBL di bambini affetti da MICI con lo scopo 
di individuare una possibile relazione tra il genotipo dei soggetti con MICI ed il 
fenotipo clinico della malattia. 
 
2.2.2 METODOLOGIA 
Studio multicentrico nazionale che ha coinvolto 3 Centri di III° livello di 
Gastroenterologia Pediatrica italiani nell’ambito della Società Italiana 
Gastroenterologia ed Epatologia Pediatrica.  
 
Popolazione 
L’indagine genetica è stata condotta su un campione di soggetti comprendente 
controlli sani e pazienti con MICI di età compresa tra i 6 e i 18 anni. E’ stato ottenuto il 
consenso informato scritto da parte dei genitori (o dei tutori) e dai pazienti stessi. Sono 
stati considerati criteri di esclusione  l’età inferiore a 6 anni o superiore a 18, presenza 
di  immunodeficienze, fibrosi cistica, neoplasie, assenza di consenso informato.  
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Raccolta dati clinici 
Lo studio ha previsto la compilazione di un’apposita scheda di raccolta dati, nella 
quale sono state riportate informazioni relative alle caratteristiche demografiche dei 
pazienti arruolati, alla localizzazione/estensione della malattia, alla presenza e al tipo 
di manifestazioni extraintestinali, ai risultati dei test di laboratorio e strumentali, alla 
necessità di intervento chirurgico e  alla terapia pregressa ed in atto. 
 
Raccolta campioni biologici, estrazione DNA ed analisi molecolare 
In data riportata sulle suddette schede è stato raccolto per ciascun paziente un 
campione di 8 ml sangue intero mediante prelievo venoso. Il campione è stato 
conservato in EDTA alla temperatura di -20°C. La genotipizzazione è stata realizzata 
attraverso un procedimento articolato in quattro fasi. Il DNA è stato estratto mediante 
kit presenti in commercio. Sono stati adoperati primers per amplificare tutti gli esoni 
nell’ambito del medesimo protocollo di PCR. L’analisi delle sequenze è stata effettuata 
con procedura automatizzata mediante Genetic Analyzer. Tutti i frammenti sono stati 
sequenziati adoperando gli stessi primers adoperati per l’amplificazione. Le sequenze 
ottenute nei pazienti con MC e nei familiari di primo grado di pazienti con MC sono 
state comparate con quelle di soggetti sani controllo e con quelle di pazienti affetti da 
altre condizioni infiammatorie intestinali (colite infettive o allergiche) 




Estrazione del DNA e quantizzazione 
In questa fase il DNA viene isolato e purificato a partire dai leucociti del  sangue 
periferico. Il processo viene effettuato utilizzando appositi kit disponibili in 
commercio. 
Il campione di sangue periferico è trasferito in un flacone sterile graduato da 50 ml 
riportante i parametri identificativi del paziente. Partendo dal volume iniziale di 
sangue utilizzato vengono aggiunti 4 volumi del reagente A (disponibile nel kit 
commerciale). Questa prima operazione permette di ottenere la lisi cellulare. Il 
campione viene quindi centrifugato a 2500 gpm per 5 minuti e viene poi allontanato il 
sovranatante.  
Al pellet vengono quindi aggiunti 2 ml del reagente B, si ottiene una sospensione che 
viene trasferita in un tubo di polipropilene da 15 ml riportante il codice identificativo 
di ogni paziente. Dopo aver incubato il  campione per 10 minuti alla temperatura di 
37°C (al fine di garantire il completo scioglimento del pellet), si aggiunge del 
perclorato di Na (nel kit) per consentire la depolimerizzazione. Si procede con 
l’aggiunta di 2 ml di cloroformio e quindi della resina in alcool. Dopo aver  
centrifugato a 2500 gpm per tre minuti, il sovranatante viene trasferito in un nuovo 
tubo da 15 ml riportante i codici identificativi. Si aggiungono 2 volumi di etanolo 
assoluto freddo. Si mescola per inversione fino alla formazione del precipitato. La 
“nuvola di DNA” così ottenuta viene raccolta mediante una pipetta Pasteur in vetro 
(l’estremità viene chiusa mediante il contatto con una fiamma). Il DNA  raccolto viene 
lasciato in agitazione per una notte alla temperatura di 4°C in Eppendorf contenenti 
500 µl di H2O. Quando la nuvola di DNA è completamente disciolta possono essere 
preparate le aliquote per le fasi successive. 
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Amplificazione del DNA mediante PCR 
La PCR è una tecnica utilizzata per amplificare selettivamente una piccola regione 
genomica delimitata da due sequenze specifiche. Le tre fasi fondamentali di una PCR 
sono la denaturazione, l’appaiamento e la depolimerizzazione: i due filamenti della 
molecola di DNA vengono separati e fatti poi riassociare in presenza di un eccesso di 
due oligonucleotidi sintetici che rappresentano le sequenze estreme della regione che 
si vuole amplificare. Per lo studio delle defensine e dell’MBL sono stati utilizzati come 
primers sequenze introniche localizzate nei siti di giunzione con gli esoni da 
sequenziare. L’eccesso di oligonucleotidi causa la tendenza dei due originari filamenti 
ad appaiarsi con gli oligonucleotidi stessi invece che tra loro, aumentando 
vertiginosamente il numero di copie ad ogni ciclo. Ai fini dello studio è stata effettuata 
una PCR multiplex, che prevede per ogni campione la preparazione di due mix di 
reazione contenenti i primers biotinilati, la Taq Polimerasi, i nucleotidi terminators  
marcati con fluorocromi. A ciascun mix si aggiungono aliquote di  DNA diluito. Si 
utilizza un controllo negativo. 
Le provette così allestite sono inserite in un termal cycler e viene attivato il programma 
di amplificazione dopo aver impostato la temperatura (per indurre le denaturazioni) e 
il numero di cicli da eseguire. 
    
Sequenziamento automatico 
Il sequenziatore automatico preleva il prodotto della PCR di sequenziamento e lo 
sottopone ad elettroforesi all’interno di un capillare. Un raggio laser colpisce il 
capillare eccitando la fluorescenza dei fluorocromi che lo attraversano. Ciascuno dei 
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quattro diversi fluorocromi emette una diversa lunghezza d’onda, una cellula 




Si ottiene un tracciato in cui la sequenza dei picchi corrisponde alla sequenza dei 
nucleotidi. Il tipo (colore) del picco corrisponde ad una determinata base azotata. 
 
2.2.3 RISULTATI 
Nell’anno 2006 sono stati arruolati complessivamente 156 soggetti che sono stati 
suddivisi in due gruppi. Il gruppo dei controlli comprendeva un totale di 100 di 
soggetti sani in età pediatrica (età compresa tra  6 e 18 anni) tutti con storia familiare 
negativa per le MICI. Il gruppo dei pazienti comprendeva invece 56 bambini dei quali 
22 con diagnosi di RCU e 24 con diagnosi di MC. In tabella 11 sono riportate le 
principali caratteristiche cliniche dei pazienti arruolati. 
Ottenuti tutti i campioni ematici è stato possibile procedere alle indagini molecolari e 
all’ analisi statistica dei dati.  
 
Identificazione dei polimorfismi di singoli nucleotidi (SNP) nei geni in hBD1, hBD2,  
hBD3, hBD4  e MBL 
I geni che codificano per le quattro defensine studiate sono  localizzati sul cromosoma 
8p22-p23. Le sequenze delle defensine hBD2 (DEFB4), hBD3 (DEFB103) e hBD4 
(DEFB104) appartengono ad  un cluster alla distanza di circa 600 kb da hBD1 (DEFB1) 
che include anche i geni delle α-defensine. Tale cluster genico rappresenta una regione 
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di 240 kb ricca di unità ripetute in cui è stata dimostrata l’esistenza di più copie 
geniche delle β-defensine (da 2 a 12  copie dei geni in un genoma diploide). Sebbene vi 
sia un numero elevato di copie in molti casi si tratta di pseudogeni, cioè di sequenze 
codificanti i cui trascritti sono interrotti da prematuri codoni di stop. Il pattern dei geni 
delle beta defensine mostra un’organizzazione comune. La struttura genomica consiste 
di due esoni e un introne. In tutte le defensine, ad eccezione della hBD1, Il primo esone 
codifica per il peptide segnale, il secondo per una breve sequenza anionica eliminata 
con il clivaggio della proteina, il propeptide, mentre il secondo esone contiene le 
informazioni della porzione proteica matura. In hBD1 la sequenza segnale e il 
propeptide si ritrovano nel primo esone. Per quanto riguarda MBL, sono stati  
analizzati il promoter e l’esone 1 del gene MBL2 che mappa sul cromosoma 10 (il gene 
MBL1 è uno pseudogene).  
L’ identificazione dei polimorfismi è stata ottenuta mediante  amplificazione con PCR 
e sequenziamento dei due esoni e delle giunzioni esone/introne.  I nucleotidi sono 
stati  numerati in base alle sequenze  note  disponibili in banche geniche, indicando 
con nucleotide 1 il primo nucleotide dell’esone 1.   
Il maggior numero di polimorfismi è stato riscontrato nelle sequenze esoniche dei geni 
hBD1, hBD2 e hBD4.  Nel caso del gene hBD1, SNPs sono state identificate 
prevalentemente a livello delle regioni non tradotte del trascritto primario (5’UTR e 
3’UTR) e a livello delle giunzioni esone/introne1.  In totale sono state osservati 8 
polimorfismi.  Nel gene hBD2 invece sono coinvolte prevalentemente le sequenze che 
codificano per il preprosegmento idrofobico essenziale per la processazione della 
proteina e le sequenze di giunzione esone/introne2. Anche hBD2 si presenta altamente 
polimorfico, essendo stati individuati sia nei pazienti che nei controlli  ben 10 SNPs. 
 60 
hBD3 è il gene con il minor numero di SNP, ne sono state identificate solo due sul 
secondo esone. L’analisi del  gene hBD4 invece ha permesso di ottenere i risultati più 
interessanti sia  per il numero elevato di polimorfismi sia per l’esito delle indagini 
statistiche eseguite per valutare una eventuale associazione con la malattia. Le regioni 
in cui si localizzano gli SNPs coinvolgono praticamente tutto il gene: le giunzioni 
esone/introne, le preprosequenze e la sequenza che codifica per la porzione matura 
della proteina. Attraverso il sequenziamento del gene della MBL sono state identificati 
sei polimorfismi, due nel promoter e 4 sul primo esone. Nessun nuovo polimorfismo è 
stato identificato confrontando i risultati ottenuti con quelli derivanti da 
sequenziamenti effettuati in precedenti studi.  
 
 
Polimorfismi di hBD1-4 e MBL : frequenze nella popolazione di affetti e confronto con 
la popolazione dei controlli in relazione alla malattia.  
Nelle tabelle 12-15 sono riportate le frequenze dei polimorfismi osservati nella 
popolazione di controllo e negli affetti. La frequenza è descritta distinguendo tra MC e 
RCU per quanto riguarda la malattia e tra omozigoti, eterozigoti  e wild type per 
quanto riguarda i siti polimorfici. Mediante il sistema SPSS 14.0 per Windows è stato 
applicato alle classi di frequenza il test del chi-quadro per valutare la presenza di 
associazioni statistiche tra MICI e mutazione (p1) e tra mutazione e tipo di malattia 
(p2).  Come riportato nelle tabelle, un polimorfismo di hBD1 (1-113 C/T), due in hBD2 
(81+160 insT, 319+26G/A) e ben 10 per hBD4 sono risultati in associazione 
statisticamente significativa con le MICI. Nessun polimorfismo però è stato associato 
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ad un particolare tipo di malattia (CD e RCU). Nessuna differenza statisticamente 
significativa  (p1, p2) è stata dimostrata per MBL. 
 
Relazione genotipo/caratteristiche di malattia 
Sono stati applicati diversi test statistici per ricercare eventuali associazioni tra  
polimorfismi e caratteristiche di malattia. La ricerca  ha avuto esito negativo per la 
maggior parte degli SNPs studiati. Un’associazione statisticamente significativa è stata  
riscontrata tra il polimorfismo hBD4114C/A e la necessità di intervento chirurgico. Lo 
stesso sito risulta associato in presenza di polimorfismo. 
La ricerca di correlazioni con la terapia ha mostrato che la mutazione hBD4285+13 
G/T è in correlazione inversa con la necessità di ricorrere ad AZA, mentre la 
mutazione hBD4 73-192 è correlata positivamente all’uso dello stesso farmaco. 
Nessuna associazione statisticamente significativa è stata dimostrata tra caratteristiche 













2.2.4 SIGNIFICATO DEI RISULTATI DELLA RICERCA 
La patogenesi delle MICI non è ancora completamente definita. Queste patologie sono 
caratterizzate da alterazione dei processi infiammatori, di riparazione cellulare e di 
interplay con i normali costituenti della microflora intestinale (91,92).  
I dati ottenuti in questa tesi sperimentale sono i primi disponibili circa la genetica delle 
defensine in pazienti pediatrici affetti da MICI. La significativa maggiore prevalenza 
di polimorfismi a carico delle beta defensine riscontrata nella popolazione dei pazienti 
MICI rispetto ai controlli sani supporta l’ipotesi dell’importante ruolo del background 
genetico nello sviluppo di queste condizioni.  E’ noto che il maggiore fattore di rischio 
per lo sviluppo delle MICI è la presenza di un familiare di primo grado affetto. Questo 
dato insieme all’evidenza che modelli animali germ-free non sviluppano MICI ma che 
il successivo contatto con costituenti della microflora intestinale determina 
infiammazione cronica a livello intestinale in animali geneticamente predisposti 
suggerisce anche un ruolo di un difettoso interplay con i germi presenti nel lume 
intestinale.  
I polimorfismi riscontrati a carico dei geni che codificano per le principali β-defensine 
espresse a livello intestinale sono a carico di regioni essenziali per la normale sintesi ed 
espressione di questi peptici antimicrobici a livello della mucosa intestinale. Studi di 
espressione tissutale in frammenti bioptici intestinali di bambini affetti da MICI sono 
attualmente in corso nei nostri laboratori. Ma già i dati in nostro possesso attualmente 
sono sufficienti per poter ipotizzare un ruolo decisivo di mutazioni a carico di questi 
componenti dell’immunità innata nello sviluppo delle MICI. Infatti, conoscendo il 
ruolo biologico delle β-defensine nella regolazione dei processi infiammatori 
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(mediante, in parte, l’interazione con NF-κB), dei processi di riparazione cellulare, e 
nell’interplay con i costituenti della microflora intestinale, è facile ipotizzare che le 
mutazioni riscontrate in questo studio potrebbero costituire un fattore predisponente 
decisivo per lo sviluppo delle MICI.   
Ulteriori studi sono necessari per valutare in maniera ancora più approfondita il peso 
biologico delle mutazioni riscontrate a carico dei geni che codificano per le defensine 
attraverso studi di espressione tissutale e di verifica in vitro dell’attività antimicrobica 
delle defensine mutate.  
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3. ANALISI STATISTICA DEI DATI 
Le variabili categoriche sono state analizzate mediante il test del chi-quadro o i test 
esatti. Per dimostrare la correlazione tra due variabili continue è stato utilizzato il 
test di correlazione di Spearman. Le variabili continue sono state analizzate 
mediante T-test, Mann-Whitney U ed Kruskal-Wallis H test. Il rapporto tra variabile 
dipendente e le variabili indipendenti è stato analizzato volta per volta mediante 
regressione lineare con metodo stepwise per la selezione delle variabili. La 
concordanza tra la diagnosi definitiva (Sepsi vs. altre categorie), i criteri clinici e i 
valori di Clp (normali/patologici) è stata calcolata mediante il test K di Cohen. Per il 
calcolo del valore ottimale di cut-off e dell’accuratezza diagnostica, sono state 
costruite curve ROC. 
Come software per l’analisi statistica e la rappresentazione grafica dei risultati sono 
state impiegate le più recenti versioni dei seguenti software: SPSS for Windows, 
StatsDirect, SamplePower, GraphPad. 
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4.CONCLUSIONI e DISCUSSIONE 
I dati ottenuti durante il Corso di Dottorato in Riproduzione, Sviluppo ed 
Accrescimento dell’Uomo e riportati in questa tesi costituiscono un significativo 
progresso nelle conoscenze di alcuni aspetti dell’immunità innata in età pediatrica.   
Lo studio dei livelli di Clp sierica nei neonati normali e in quelli affetti da patologia 
infettiva e non infettiva ha permesso di verificare l’utilità della misurazione delle 
concentrazioni sieriche di Clp per la diagnosi tempestiva di sepsi e per la diagnosi 
differenziale con altre condizioni di natura non infettiva in epoca neonatale. Questi 
risultati sono stati oggetto di un lavoro scientifico attualmente in corso di 
pubblicazione sulla rivista Pediatrics, organo ufficiale dell’Accademia Americana di 
Pediatria, ed hanno aperto la strada alla realizzazione industriale di nuovi 
dispositivi diagnostici ultrarapidi che potranno essere presto utilizzati in campo 
clinico. Sono stati infatti avviati contatti con 2 aziende produttrici di dispositivi 
diagnostici per la realizzazione di kit appositamente “tarati” sui valori normali e 
patologici ottenuti in questi anni di studi e ben presto tali dispositivi saranno 
disponibili per un ampio uso clinico.  
 
La definizione dei livelli sierici di alcune componenti dell’immunità innata (hBD2 e 
HNP1-3) ha permesso di acquisire conoscenze utili a spiegare le differenze esistenti 
riguardo al rischio infettivo tra bambini nati da parto spontaneo e da taglio cesareo. 
Questi dati permettono di individuare possibili target per un intervento nutrizionale 
in grado di correggere le differenze e quindi capace di prevenire l’insorgenza di 
severe infezioni in campo neonatale. Sono infatti in fase avanzata di 
 66 
programmazione studi su modelli cellulari e animali per meglio individuare gli 
effetti ed i meccanismi di regolazione del possibile ruolo di nutrienti sulla 
maturazione dell’immunità innata.  
  
Lo studio del genotipo delle defensine e del MBL rappresenta un naturale sviluppo 
di questi studi e ha permesso di approfondire le conoscenze sulla patogenesi delle 
malattie infiammatorie croniche intestinali in età pediatrica. Una parte di tali 
risultati è stata descritta in un lavoro scientifico inviato per la revisione alla rivista 
Inflammatory Bowel Disease. Questi dati costituiscono da un lato un presupposto 
scientifico essenziale per l’individuazione di possibili target diagnostici e terapeutici 
dall’altro costituiscono un utile modello sperimentale per poter meglio definire la 
fisiopatologia di altre condizioni patologiche potenzialmente connesse ad un difetto 
dell’immunità innata come le infezioni, le allergie e le intolleranze alimentari.  
 
In conclusione, durante il Dottorato di Ricerca in Riproduzione Sviluppo e 
Accrescimeno dell’Uomo svolto presso il Dipartimento di Pediatria dell’Università 
degli Studi di Napoli Federico II, è stato possibile ideare e realizzare le ricerche 
scientifiche riportate in questa tesi grazie all’integrazione di competenze diverse 
quali la pediatria clinica, la genetica, la microbiologia, l’immunologia, l’anatomia 
patologica e la statistica medica. Tale rete di competenze costruita durante questi 
studi è ora pronta per lo sviluppo ulteriore di questo e altri temi di ricerca clinica e 
di base in età pediatrica.     
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5.TABELLE E FIGURE 



















Teicoplanina Tutte 10 24 
Meropemen Tutte 3-8 8 











Amfotericina B Tutte 1-5 24 
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Tabella 2. Principali caratteristiche demografiche e cliniche alla nascita dei 











Peso alla nascita (g) 3190 (525) 3025 (310) 3300 (790) 0,321 
Età gestazionale 
(settimane) 
39 (1) 38 (1,8) 40 (2) 0,168 
Maschi 46,8% 62,5% 16,7% 0,153 
Fattori di rischio di 
sepsi precoce* 
10,8% 6,3% 57,1% 0,001 
Parto spontaneo 15,4% 12,5% 57,1% 0,01 
 
Dati espressi come mediana (IQR) quando non specificato. 
*Neonati con almeno un fattore di rischio materno (PROM, Febbre materna, corioamnionite, 
infezione per sepsi ad esordio precoce). 
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Tabella 3. Principali caratteristiche demografiche e cliniche dei neonati 

























36 (4) 35 (3) 34 (7) 36 (4) 0,325 
Maschi 57,7% 48,4% 67,7% 60,5% 0,55 
Tipo di parto (PS) 15,4% 16,1% 33,3% 23,3% 0,43 
Presenza catetere 
centrale 
26,9% 38,7% 51,9% 44,2% 0,135 
 
Dati espressi come mediana (IQR) quando non specificato. 
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Tabella 4. Comparazione dell’accuratezza diagnostica di differenti indici 
infiammatori per la diagnosi di sepsi neonatale ad esordio tardivo 
 
 










40 (30-50) 80 (75-90) 80 (60-90) 48 (40-65) 2,95 
Conta Piastrinica 45 (40-68) 78 (60-85) 60 (52-77) 41 (28-49) 2,98 
PCR 43 (31-55) 87 (75-94) 81 (64-92) 54 (43-65) 3,35 
Calprotectina 
sierica 
90 (80-95) 82 (70-91) 86 (76-93) 87 (75-94) 5,13 
 
Legenda. Conta piastrinica, VPP: valore predittivo positivo; VPN: valore predittivo negativo. 
Cut-off : Conta globuli bianchi 4.0-25.0 x 103/mm3; conta piastrinica 50.0-500.0 x 103/mm3 ; 
Rapporto I/T >0.2; PCR > 10 mg/L; Calprotectina > 1,9 mg/L. 
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Tabella 5. Principali caratteristiche demografiche e cliniche dei neonati 









Peso alla nascita (g) 2020 (1315) 2100 (2050) 0,240 
Età gestazionale 
(settimane) 
35 (5) 33 (10) 0,325 
Maschi 52% 60% 0,168 
 
Dati espressi come mediane (IQR) quando non specificato 
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Conta Cellule (n/ml) 4 (2) 120 (260) < 0,0001 
Glicorrachia (g/dL) 55 (25) 31 (27) 0,05 
Rapporto 
Glicorrachia/Glicemia 
0,7 (0,3) 0,43 (0,3) 0,05 
Proteinorrachia (g/L) 103 (54) 150 (120) 0,05 
 

































Tabella 7. Caratteristiche demografiche dei neonati per i quali sono stati 







Note. I dati sono espressi come medie (95° intervallo di confidenza) se non specificato  
Caratteristica  
N 82 
Maschi, n (%) 41 (50) 
Età gestazionale, settimane 38,8 (38,5-39,1) 
Peso alla nascita, g 3278 (3183-3372) 
Lunghezza, cm 50,2 (49,7-50,6) 
Circonferenza cranica, cm 34,4 (34,0-34,7) 
Tipo di parto, n parti spontanei (%) 42 (51) 
Punteggio di Apgar a 1’ 8,8 (8,7-8,9) 
Punteggio di Apgar a 5’ 9,6 (9,5-9,7) 
Gemellarità, n (%) 4 (4,9) 
Gestosi, n (%) 5 (4,8) 
PROM > 18 ore 1 (1,0) 
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Tabella 7 bis. Caratteristiche demografiche dei neonati per i quali sono 




Note. I dati sono espressi come medie (95° intervallo di confidenza) se non specificato  
Caratteristica  
N 64 
Maschi, n (%) 31(48,4) 
Età gestazionale, settimane 38,9 (38,6-39,2) 
Peso alla nascita, g 3254 (3145-3363) 
Lunghezza, cm 49,8 (49,3-50,3) 
Circonferenza cranica, cm 34,4 (34-34,7) 
Parto spontaneo, n (%) 31 (48,4) 
Liquido tinto, n (%) 2 (3,1) 
Apgar a 1’ 8,8 (8,7-8,9) 
Apgar a 5’ 9,6 (9,5-9,7) 
Gemellarità, n (%) 2 (3,1) 
Gestosi, n (%) 2 (3,1) 
PROM>18 ore, n (%) 1 (1,6) 
 75 
Tabella 8. Principali loci di suscettibilità identificati per lo 
sviluppo delle Malattie infiammatorie croniche intestinali 
 
Locus Cromosoma Geni 
IBD1 16p12-q13 NOD2/CAD15 
IBD2 12p13.2-q24.1 STAT6,  VDR,MMP18 b2 integrina 
IBD3 6p HLA, TNF 
IBD4 14q11-12 TCR, LTB4 receptor 
IBD5 5q31-33 SLC22A4/A5CD 
IBD6 19p13 (ICAM1,C3, TBXA2 
IBD7 1p36 (TNF-R family) 
IBD8 16p12 Sconosciuto 
IBD9 3p26 (CCR5, CCR9, hMLH1) 
IBD10 10q23 DLG5 
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Tabella 9. Variazioni della concentrazione di defensine in 













hBD1      
hBD2      
hBD3      
hBD4      
HD5      
HD6      
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Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus 
aureus 
hBD-2 
E. coli, P. aeruginosa, K. Pneumonite, S. aureus, Streptococcus pneumoniae. Candida 
albicanti. Candida parapsilosis, Candida krusei. Enterococcus faecalis, HIV-1 
hBD-3 
E. coli, P. aeruginosa, K. pneumoniae, S. aureus,  
Streptococcus pyogenes, Ent.faecium, Strep. pneumoniae,  
Staphylococcus carnosus, Burkholderia cepacia, Saccharomyces cerevisiae, C. albicans, C. 
krusei, HIV- 1 
hBD-4 
E, coli. S. carnosus, P. aeruginosa, B. cepacia, Strep. pneumoniae, S. aureus, Sacch. 
Cerevisiae 
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    Note: SI=Tratto superiore, ileo; IC=ileocolon; C= colon; A=localizzazione esclusivamente anale 
 
 MC RCU 
N° pazienti 24 22 
Età 15,5 (6-18) 14 (6-18) 
Età alla diagnosi 12,2 (6-18) 9 (6-18) 
Localizzazione (SI/IC/C/A) 4/7/12/1 0/0/21/1 
Soggetti con Complicanze intestinali 6 2 
Soggetti sottoposti ad Intervento chirurgico 5 2 
Manifestazioni extraintestinali 7 7 
5-ASA/AZA/steroidi/infliximab 18/13/6/5 15/11/14/3 
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Tabella 12. Genotipo hBD1 in bambini affetti da MICI e in controlli sani 
  
Polimorfismo MC RCU Controlli sani p1/p2 
1-113 C/T     
W 79 14 100  
O 0 0 0  
E 21 86 0 <0.001/0.5 
 
16G/A     
W 21 41 33  
O 17 18 22  
E 62 41 45 0.5/0.2 
 
24C/G     
W 66 84 64  
O 4 4 4  
E 12 32 32 0.4/0.2 
 
48A/G     
W 9 18 18  
O                     29 28 44  
E 62 54 38 0.1/0.6 
 
128+19T/A     
W 20 15 65  
O 25 0 75  
E 7 17 76 0.3/0.1 
 
279 A/G     
W 4 5 1  
O 75 86 78  
E 21 9 21 0.5/0.5 
 
217G/A     
W 100 96 100  
O 0 0 0  
E 0 4 0 0.5/0.4 
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Tabella 13. Genotipo hBD2/hBD3 in bambini affetti da MICI e in controlli 
sani 
 
Polimorfismo MC RCU Controlli sani p1/p2 
85C/T     
W 25 27 100  
O 4 0 0  
E 71 74 0 0.6/0.6 
 
44C/T     
W 96 100 100  
O 0 0 0  
E 4 0 0 0.7/0.6 
 
319+53G/A     
W 25 23 54  
O 4.2 0 2  
E 71 77 44 0.1/0.6 
 
319+26G/A     
W 87 82 100  
O 0 0 0  
E 13 18 0 <0.001/0.4 
 
Nota: p1 MICI vs Controlli; p2 MC vs RCU 
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Tabella 13 bis. Genotipo hBD2/hBD3 in bambini affetti da MICI e in 
controlli sani 
 
Polimorfismo MC RCU Controlli p1/p2 
87A/G     
W 16.7 13.6 30  
O 16.7 13.6 1.7  
E 66.7 72.7 68.3 0.6/0.9 
 





Tabella 14. Genotipo hBD4 in bambini affetti da MICI e in controlli sani 
 
 
Polimorfismo MC RCU Controlli p1/p2 
V10l     
W 12 4 10  
O 4 18 16  
E 84 78 74 0.5/0.2 
 
R36c     
W 96 95 100  
O 0 0 0  
E 4 5 0 0.1/0.2 
 
192 T/C     
W 42 32 98  
O 0 0 0  
E 58 68 2 <0.001/
0.3 
 
158 A/G     
W 0 4 95  
O 25 36 2  
E 75 60 3 <0.001/
0.3 
 
114C/A     
W 25 27 90  
O 4 0 1  
E 71 73 9 <0.001/
0.6 
 
77C/T     
W 83 82 98  
O 0 0 0  
E 17 18 2 0.003/0.
5 
 
29G/T     
W 4 4 79  
O 12 4 3  
E 44 92 18 <0.001/
0.6 
 
R38Q     
 
Nota: p1 MICI vs Controlli; p2 MC vs RCU 
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Tabella 14 bis. Genotipo hBD4 in bambini affetti da MICI e in controlli 
sani 
 
Polimorfismo MC RCU Controlli p1/p2 
W 92 100 100  
O 0             0 0  
E 8  0 0 0.006/0.
2 
 
285+26C/T     
W 8 13 79  
O 25 41 7  
E 67 46 14 <0.001/
0.3 
 
285+99C/T     
W 0 4 79  







Tabella 15. Genotipo MBL in bambini affetti da MICI e in controlli sani 
 
 
Polimorfismo MC RCU Controlli p1/p2 
-550G/C     
W 17 23 16  
O 46 45 33  
E 37 32 51 0.4/0.8 
 
221G/C     
W 71 63 62  
O 0 14 4  
E 29 23 34 0.3/0.1 
 
+4C/T     
W 50 55 64  
O 8 9 5  
E 42 37 31 0.7/0.9 
 
R52C     
W 88 91 87  
O 0 0 0  
E 12 9 13 0.9/0.5 
 
G54D     
W 83 77 79  
O 0 4 3  
E 17 18 18 0.9/0.5 
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Objectives. The determination of calprotectin (Clp) levels in different biological samples 
was tested as a diagnostic marker of many infectious and inflammatory conditions. We 
investigated whether serum Clp determination could be useful for the diagnosis of neonatal 
sepsis. 
Design, Setting, and Participants. Prospective, multicenter study involving newborns with 
a birth weight > 750 g,  gestational age > 24 weeks, postnatal age > 72 hours of life observed 
into two neonatal intensive care units. Subjects presenting clinical condition suggestive for 
sepsis received a full diagnostic work-up including white blood cell count, immature-to-
total-neutrophil ratio, platelets count, C-Reactive protein, serum Clp, cultures for bacteria 
and fungi, chest or abdominal radiograph. Newborns not presenting any pathological 
condition during hospitalization were classified as healthy subjects and served for normative 
data definition. Serum Clp values was determined by an ELISA technique (Calprest, 
Trieste, Italy) at the same postnatal age for subject with suspected sepsis and healthy 
controls.  
Results. Normal data for serum Clp was defined (median 0.8 µg/ml; IQR 2). Among 
patients with suspected sepsis, median serum Clp concentration was higher in newborns 
with proven sepsis (3.5 µg/ml; IQR 1.2) compared to that observed in patients with non-
infectious diseases (1.4 µg/ml; IQR 0.6)(p < 0.001). An optimal cutoff point of 2.1 µl/ml 
serum Clp was calculated by the ROC-curve to distinguish newborns with proven sepsis by 
subjects with non infectious diseases. Compared with other inflammatory markers, serum 
Clp determination showed a better diagnostic accuracy (sensitivity 100%, specificity 97%, 
positive predictive value 93%, negative predictive value 100%).  
Conclusions. Serum Clp may be an accurate additional diagnostic marker for early 
identification of sepsis during the neonatal period.  
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INTRODUCTION 
The mortality rate in neonatal sepsis remains high despite new treatment modalities and 
improvements in technology (1-3). Neonatal sepsis onset is often inconspicuous, with 
minimal, subtle and non-specific signs. At the same time, the clinical course may be 
fulminating, leading to septic shock, disseminated intravascular coagulation, and death 
within few hours (4,5). For these reasons, a prompt diagnosis to initiate an appropriate 
therapy is crucial for a newborn with sepsis. A wide variety of biochemical markers have 
been proposed for the early diagnosis of sepsis in these particular patients, including phase 
reactant inflammatory proteins, CD11b, CD64, interleukin-6, and interleukin-8 (6). However, 
in neonatology clinical practice the use of these diagnostic markers is still limited (6). In 
addition, many of these markers are components of acquired immunity, that is largely 
immature in the neonatal period (6, 7). On the contrary, innate immunity seems to be 
activated in the first weeks of life (8,9), but the potential diagnostic use of selected innate 
immunity components in newborn remain largely uninvestigated. Calprotectin (Clp), 
originally discovered as an antimicrobial S100 protein has recently emerged as a valuable 
marker in the diagnostic approach of several infectious and inflammatory conditions (10-14).  
Calprotectin is a 36-kDa calcium and zinc binding protein and it constitutes approximately 
60% of soluble cytosol proteins in human neutrophils (14). Calprotectin have an important 
role in protecting cells against invasive microorganisms and in inflammatory processes by 
regulating adhesion of myeloid cells to endothelium and extracellular matrix (10). This 
protein is released by innate immunity cells after host-pathogen interaction, and it exerts 
several antimicrobial effects largely related to a competition for Zn2+ (10). Calprotectin is 
detectable in serum, urine, feces, and liquor by a simple, rapid and inexpensive ELISA 
technique (10, 12, 14).  The serum level of Clp are elevated in many infectious or 
inflammatory diseases in adults (10, 11). In this prospective study we aimed to investigate 




This prospective investigation involved two Neonatal Intensive Care Units (NICU) over a 12-month 
study period starting from October 2004. The study protocol was approved by the Ethic Committee of 
each center. Written informed consent was obtained from the parents of all patients enrolled in the 
study. A common clinical policy for sepsis management in the Centers was defined during two 
meetings. The research was not sponsored by any company. 
 
Study population 
Newborns were eligible for the study when they fulfilled all of the following criteria: 1) 
gestational age > 24 weeks or birth body weight > 750g; 2) postnatal age > 72 h; 3) no 
antibiotic treatment before enrollment; 4) parental consent. We excluded all subjects with: 
maternal history of immunologic, inflammatory, or  infectious diseases requiring antibiotic 
therapy during pregnancy; history of severe perinatal asphyxia, surgery, or intraventricular 
hemorrhage (IVH, grades III-IV)(15), before enrollment. All subjects were examined daily by 
expert neonatologists during the entire length of hospitalization (at least 4 weeks) to monitor 
the presence or the absence of any pathological condition. Full sepsis evaluation was 
reserved to subjects presenting ≥ 2 well established signs suggestive for a systemic infection 
(16-18), including: poor perfusion; muscular dystonia; lethargy; enteral nutrition intolerance; 
bloody stools; progressive increase in O2 requirement; bradycardia; dyspnea (tachypnea, 
grunting, nasal flaring, retractions); and unstable body temperature (<35.5° or >37.5°C); 
unexplained and persistent metabolic acidosis (base deficit > 10) and/or hyperglycaemia 
(>10 mmol/l). In patients with suspected sepsis, a full diagnostic work up was performed 
within 60 min, including hematology and biochemical laboratory investigations (white 
blood cell count, WBC; immature-to-total-neutrophil ratio, I/T ratio; platelets count, Plt; and 
C-Reactive protein, CRP), cultures for bacteria and fungi, chest or abdominal radiograph if 
the patient presented signs suggestive of thoracic or intra-abdominal disease. A first blood 
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sample was taken at the time of the initial sepsis evaluation, and further samples were 
collected at 24 and 48 hours after the onset of the symptoms  to monitor the pattern of  WBC, 
I/T ratio, Plt, and CRP (6, 16, 19). In any case, during the fist 60 min from the onset of the 
signs of suspected sepsis, a small blood sample for serum Clp determination (0.5 ml) was 
collected and analyzed separately.  
At the end of this diagnostic work-up, subjects with a suspected sepsis were classified into 2 
groups, according to previously standardized criteria (16-18): 1) sepsis group, consisted of 
patients with positive cultures (culture-proven sepsis) or with negative culture but 
presenting signs or symptoms suggestive for sepsis and at least one persistent (>24h) 
pathological value of laboratory parameters (WBC <4 or >30 x 103/mm3; I/T ratio > 0.20; Plt 
< 50’000 or > 500’000 x 103/mm3; CRP > 1.0 mg/dl)(clinical sepsis); 2) non-infectious 
conditions group, consisted of neonates without evidence of sepsis and who received a final 
diagnosis of a non-infectious disease.  Newborns consecutively observed in the same study 
period and not presenting any pathological condition during the 4 weeks of follow up were 
classified as healthy subjects and served as controls. The collection of blood specimens in 
healthy subjects was performed during routine sampling, to determine: WBC, I/T ratio, Plt, 
CRP, and serum Clp. Data obtained in healthy neonates were analysed to define normative 
data. At the end of the 12 month-study-period each subject with sepsis was matched with 
the next one healthy neonate with the similar postnatal age (range 96 h), gestational age 
(range 3 weeks) and birth weight (range 250 g). 
 
Laboratory procedures 
All laboratory investigations were performed by researchers blind from clinical data. 
Complete blood counts were done by cell counter (20). Leukocytes were differentiated by 
microscopy. The I/T ratio was calculated as the sum of the immature granulocyte divided 
by the sum of all neutrophils (20). CRP was measured by rate nephelometry (16). Serum Clp 
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was measured by commercial ELISA assay (Calprest®, Eurospital, Trieste, Italy), as previously 
described (10,12,14). The minimum concentration that can be measured with this kit is 1.6 
ng/ml human Clp.  
 
Statistical analysis 
For categorical variables the Pearson chi-square test was performed. Continuous variables 
were expressed as median and interquartile range (IQR). The different groups were 
compared for variables by the Kruskal-Wallis H test, with the Dunn test for the post hoc 
analysis. Linear regression analysis with stepwise method was used to study the possible 
influence of different variable on the serum Clp concentrations. Binary logistic regression 
analysis was used to examine the relationship between the absence or presence of an 
infectious disorder as the dependent variable and serum Clp (normal/increased), WBC and 
CRP values (normal/increased), as the independent variables. All tests of significance were 
two-sided. A p value of ≤ 0.05 was considered significant. The statistical analysis was 
performed using the SPSS software package for Windows (release 14.0.2, 21 Apr 2006; SPSS 
Inc., Chicago, IL., USA) and StatsDirect (release 2.5.6, 15 Apr 2006). 
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RESULTS 
During the observational period, 300 newborns were considered eligible for the study (165 
and 135 in the two centers respectively). Twenty-five patients were excluded because of: 
incomplete clinical data or deviation from study protocol (10 cases), parental consent 
withdraw (8 patients), immunodeficiency (2 patients), IVH grades III and IV (5 patients). 
One-hundred newborns were investigated for suspected late-onset sepsis: 28 patients were 
classified as culture-proven sepsis (10 Streptococcus Group B; 5 E. coli; 3 Staphylococcus 
coagulase negative; 2 Serratia marcescens; 2 Klebsiella pneumoniae; 6 Candida albicans), 41 as 
clinical sepsis, 29 infants received a final diagnosis of non-infectious disease (6 intestinal 
malformations; 5 persistent ductus arteriosus; 4 metabolic disorders;  4 neonatal withdrawal 
syndrome; 2 meconium aspiration syndrome; 2 cardiac malformations; 2 diaphragmatic 
ernia; 2 aspiration of foreign material; 2 hemolytic diseases), and 2 patients were lost to 
follow-up (transferred to other hospital). One-hundred and seventy-five subjects were 
considered healthy controls and their serum Clp levels were used to define normative data 
(Figure 1). Among this population, for comparison with subjects investigated for suspected 
sepsis, 100 matched healthy controls were selected. Main clinical and demographic 
characteristics of the study population were reported in Table 1. Serum Clp values were 
reported in Figure 2. Patients with culture proven sepsis and clinical sepsis showed higher 
median serum Clp concentration in comparison to healthy subjects (p <0.001) and non-
infectious diseases (p <0.001). No significant difference in serum Clp concentration was 
observed between patients with culture-proven and clinical sepsis, and between patients 
with non-infectious conditions and healthy subjects (Figure 2).   
The linear regression analysis showed that serum Clp concentrations were not influenced by 
birth weight, sex, gestational and postnatal age, mode of delivery, prenatal steroid use, and 
the pathogen responsible for sepsis.  No correlation was found between serum Clp and total 
WBC values. Optimal cut-off serum Clp value useful to identify a newborn with sepsis from 
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non-septic subjects was revealed by the ROC curve (Figure 3). The diagnostic accuracy of all 
tests included in this investigation was reported in Table 2.  
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DISCUSSION 
The necessity of a diagnostic marker for sepsis with elevated sensitivity and negative 
predictive value (NPV), to easily identify the greatest number of patients with this condition, 
and with a high positive predictive value (PPV), to reduce the cost and risk of unjustified 
antibiotic use is a major challenge in neonatology (6).  
The results of our study suggest that serum Clp could be a reliable and accurate diagnostic 
marker for early identification of late-onset sepsis in newborn. When measured 
simultaneously with the appearance of the first clinical signs of sepsis Clp showed higher 
sensitivity, PPV and NPV compared to the other inflammatory markers commonly used in 
clinical practice.  The most used laboratory marker for neonatal sepsis is CRP (6,17,19).  
Studies suggest that CRP is particularly useful in the late onset infections management 
(6,19). However, a major limitation for this test is related to the low diagnostic sensitivity 
during the first 24 h from the appearance of sepsis symptoms. Moreover, increased CRP 
concentrations have been demonstrated in non-infectious conditions, such as meconium 
aspiration syndrome (21). Conversely, in our study serum Clp resulted within the normal 
range in all patients with non-infectious diseases.  In addition, it has been reported cases of 
life threatening  systemic candidiasis that were not identified by CRP or by other markers of 
infection (22). Our results confirm that only a minority of the infants affected by Candida 
albicans sepsis showed elevates levels of CRP (1 out of 6), whenever all these patients 
showed increased level of serum Clp (23).  Serum Clp is easily measured in a small volume 
of blood sample, using a simple, rapid and inexpensive ELISA technique (10 $ for each 
determination). In addition, a new more rapid  bedside Clp test (needs about 5 min) has 
been recently proposed to assess patients with inflammatory bowel diseases (24), and it 
could be useful in the future also in NICU. 
To conclude, our results suggest that serum Clp measurement could be useful in the 
diagnostic approach in a newborn with suspected sepsis. Future studies are necessary to 
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determine the prognostic value of serum Clp, the correlation with the severity of sepsis, and 
to better define the possible influence of selected pathogens.  
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Number 100 29 28 41 











(IQR 1930;  
range 750-4420) 
Gestational age, weeks 
36 
(IQR 4; range 30-41) 
35 
(IQR 3; range 27-40) 
36 
(IQR 4; range 26-41) 
38 
(IQR 8; range 25-40) 
Male, n (%) 57 (57) 14 (49) 17 (61) 28 (65) 
Spontaneous delivery, n (%) 15 (15) 5 (17) 6 (21) 10 (23) 
Subjects with central vascular 
access, n (%) 
27 (27) 11 (38) 12 (43) 17 (40) 
Day of life at the enrollment 6 (IQR 8; range 5-20) 6 (IQR 3; range 4-18) 6 (IQR 7; range 4-25) 6 (IQR 3; range 4-26) 
 
Note. Data expressed as median (IQR; range) if not specified. 
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Table 2. 
Diagnostic accuracy of different markers in distinguishing among newborns with suspected sepsis, non-infectious 
conditions from sepsis (A) or culture proven sepsis (B).   
 
 Sensitivity Specificity PPV NPV Likelihood ratio (+ test) 
 A B A B A B A B A B 
WBC 15 (8-27) 11 (2-30) 93 (77-99) 93 (77-99) 84 (54-98) 60 (14-94) 32 (22-43) 54 (39-68) 2 (1-9) 2 (1-7) 
I/T Ratio 21 (6-45) 28 (3-70) 85 (42-99) 85 (42-99) 80 (28-99) 67 (9-99) 25 (11-52) 54 (23-83) 2 (1-9) 2 (1-14) 
Plt 11 (5-21) 23 (9-43) 96 (82-99) 96 (82-99) 88 (52-99) 85 (42-99) 31 (22-42) 58 (43-72) 3 (1-20) 7 (1-41) 
CRP 29 (18-41) 35 (17-35) 93 (77-99) 93 (77-99) 90 (70-98) 81 (48-97) 35 (25-47) 61 (45-76) 4 (1-16) 5 (1-19) 
Serum Clp 88 (78-95) 100 (87-100) 93 (77-99) 93 (77-99) 97 (89-100) 93 (76-99) 77 (60-90) 100 (87-100) 13 (4-46) 14 (4-51) 
 
Abbreviations. PPV: Positive predictive value. NPV: negative predictive value. CRP: C-reactive protein.  Clp:  Calprotectin. 
Note. Cut-off value: Total neutrophil count = 4.0-25.0 x 103/mm3; Platelet count = 50.0-500.0 x 103/mm3 ; I/T Ratio >0.2; PCR > 1 mg/dl; Serum 


























Serum Calprotectin levels. Bold bars represent median values, upper and down limits of the box represent 

























Receiver operating characteristics (ROC) curve defining an optimal serum calprotectin cut-off value to distinguish 
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